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Pivo je najstarejša in najbolj razširjena alkoholna pijača. Prvi dokazi o fermentaciji žit 
segajo v četrto tisočletje pred našim štetjem, v čas po zadnji ledeni dobi, ko se je pričel 
razvoj poljedelstva (Michel in sod., 1992). V zgodnjih človeških skupnostih so imele 
alkoholne pijače pomembno vlogo, predvsem v duhovnih obredih, kjer so pomagale 
ljudem pri povezovanju z bogovi. Egipčani in Sumerci so že v prvih zapisih omenjali pivo 
in njegovo ključno vlogo v teh družbah. V severni Evropi so z gojenjem žit pričeli v 
obdobju neolitika, kjer se je kmalu zatem pričela tradicija varjenja piva, ki se je močno 
razlikovala od tiste na mediteranu. Zapisi o prvih pivovarnah v mestih segajo v enajsto in 
dvanajsto stoletje (Aachen, Bamberg, Huy), medtem ko se je največji preskok v pivovarski 
industriji zgodil med osemnajstim in devetnajstim stoletjem. Razlog je bil v razvoju 
primerne opreme in tehnologij (Meussdoerffer, 2009). 
V času, ko še ni bilo varno uživati vode je bilo pivo pomembna pijača zaradi svoje visoke 
mikrobiološke stabilnosti. Ni veliko mikroorganizmov, ki lahko rastejo v mediju kot je 
pivo. Ta stabilnost je posledica nizke vrednosti pH, vsebnosti alkohola, izo-α-kislin iz 
hmelja, visoke koncentracije ogljikovega dioksida ter pomanjkanja kisika in nizke 
koncentracije hranil. Visoka mikrobiološka stabilnost piva se nanaša predvsem na ležake 
oziroma piva spodnje fermentacije, pri katerih postopek proizvodnje piva vključuje več 
faz, ki še dodatno zmanjšajo možnost okužbe (Suzuki, 2015).  
Ob ozaveščanju potrošnikov o nevarnosti zlorabe alkohola, so se pivovarji odzvali in 
pripravili nove proizvode z znižano vsebnostjo alkohola. Primer so radlerji, pri katerih pivu 
v enakovrednem deležu dodajo gazirano pijačo ali sok, brezalkoholni napitki na osnovi 
sladu in v zadnjem času tudi brezalkoholna piva. Vsi ti novi proizvodi so, za razliko od 
tradicionalnih piv, bolj podvrženi okužbam z mikroorganizmi, saj vsebujejo več 
fermentabilnih sladkorjev in nižjo koncentracijo alkohola. Možnost okužb lahko 
zmanjšamo z dodatki konzervansov, ki povečajo mikrobiološko stabilnost proizvoda. 
Konzervanse uvrščamo med aditive za živila, zato ima vsak odobren konzervans svojo E-
številko. Varnost aditivov v živilih, ki se prodajajo v Evropski uniji preverja Evropska 
agencija za varno hrano (EFSA). Dodatek konzervansov industrijskega izvora živilom, s 
strani potrošnika ni zaželen, saj lahko le-ti izzovejo nezaželene in preobčutljivostne 
reakcije ali alergije. Druga možnost povečanja mikrobiološke stabilnosti živil je z uporabo 
mikroorganizmov, ki proizvajajo učinkovine, ki imajo protimikrobno delovanje. Sem lahko 
uvrščamo mlečnokislinske bakterije, ki so tudi v preteklosti imele pomembno vlogo pri 
biološkem konzerviranju živil. Poleg mlečne kisline in nizke vrednosti pH lahko 
mlečnokislinske bakterije proizvajajo bakteriocine, ki inhibitorno delujejo na ozko sorodne 
bakterije. Uporaba mikroorganizmov v namen podaljšanja obstojnosti pijač s povišano 
vsebnostjo sladkorjev, bi tako lahko predstavljala alternativo uporabi industrijsko 
pripravljenih konzervansov.   
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1.1 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE 
1.1.1 Cilji magistrske naloge 
 Izbor bakterijskih sevov, ki imajo sposobnost tvorbe protimikrobnih učinkovin, 
 biološko zakisanje pivine z mlečnokislinskimi in propionskimi bakterijami,  
 primerjava kemijskih parametrov pivin, fermentiranih z različnimi bakterijskimi 
sevi, 
 tehnološka postavitev fermentacije pri znižani temperaturi za zakisane pivine. 
1.1.2 Delovne hipoteze magistrske naloge 
 Mlečnokislinske in propionske bakterije s svojim metabolizmom znižajo vsebnost 
negativnih fermentacijskih arom nizkoalkoholnega piva; 
 Mlečnokislinske bakterije med fermentacijo sladice proizvajajo mlečno kislino in 
bakteriocine, ki imajo sposobnost zaviranja rasti sorodnih bakterij; 
 Hlapni aldehidi se vežejo na celično steno mlečnokislinskih in propionskih bakterij 
in jih zato lahko s kombinacijo fermentacije in fermentacije pri znižani temperaturi 
(CCF) znižamo pod prag zaznave. 
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2 PREGLED OBJAV  
2.1 MLEČNOKISLINSKE BAKTERIJE 
Mlečnokislinske bakterije (MKB) so Gram-pozitivne paličice ali koki, ki s fermentacijo 
ogljikovih hidratov proizvedejo mlečno kislino kot končni produkt. Skozi človeško 
zgodovino so imele pomembno vlogo pri konzerviranju hrane. Zakisanje s pomočjo MKB 
je bilo poleg sušenja in soljenja eden od načinov, kako podaljšati obstojnost živil. 
Zakisanje živil je potekalo z naključnimi mikroorganizmi in je bilo odvisno predvsem od 
načina rokovanja z živilom. Skozi čas so proces izboljšali tako, da so namesto naključne 
okužbe uporabili del že zakisanega živila in ga uporabili kot startersko kulturo za nov 
proces.   
Preglednica 1: Fermentirana živila, pri katerih imajo mlečnokislinske bakterije pomembno vlogo 
(Lars in Siv, 2000; Franz in sod., 2014; Tamang in sod., 2016) 
SKUPINA ŽIVIL PRIMER REGIJA/DRŽAVA 
PROIZVAJALKA 
MLEKO Airag Mongolija 
 Jogurt Povsod 
 Kefir Evropa, ZDA, Rusija 
 Sethemi Južna Afrika 
 Sir Povsod 
 Viili Švedska, Finska 
 Kulenaoto Kenija 
ŽITA Kisli kruh Povsod 
 Idli (riž) Indija 
 Ogi (koruza, sirek) Nigerija 
 Enjera (tef, ječmen, pšenica) Etiopija 
 Hussuwa (sirek) Sudan 
 Lao-chao (riž) Kitajska 
 Pozol (koruza) Mehika 
 Ben saalga (proso) Burkina Faso 
 Eup (bambus) Indija 
ŠKROBNATE RASTLINE Gari Zahodna Afrika 
 Lafun (manioka) Nigerija 
 Fufu (manioka) Nigerija 
STROČNICE Sojina omaka Vzhodna Afrika 
ZELENJAVA Kumare Povsod 
 Kislo zelje Evropa, ZDA 
 Kimchi Koreja 
RIBE/MORSKA HRANA Ribja omaka Jugovzhodna Azija 
 Rakfisk (postrv) Norveška 
 Balao balao Filipini 
MESO Fermentirana salama  Evropa, ZDA 
 Nham (svinjina)  Tajska 
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Pri spontanem zakisanju živil z naključnimi mikroorganizmi je pomembna številčnost in 
raznolikost le-teh. Kljub visoki začetni raznolikosti MKB v okolju z znižano koncentracijo 
kisika, mezofilnih temperaturah in zmanjšani vodni aktivnosti večinoma prerastejo ostale 
mikroorganizme. Na kislem zelju, ki je služil kot model spontane mešane kulture 
mikroorganizmov so Stamer in sod. (1971) pokazali vpliv vrednosti pH in koncentracije 
soli na spremembo bakterijskih populacij (Stamer in sod., 1971). MKB lahko pri 
spontanem zakisanju na grobo razdelimo v tri skupine (slika 1). Najprej se pojavi 
populacija bakterij s kratko lag fazo in hitro rastjo, ki proizvajajo CO2, ampak večinoma 
niso odporne na nizko vrednost pH – skupina A. Te bakterije imajo pomembno vlogo pri 
začetnem znižanju koncentracije kisika in vrednosti pH.  MKB skupine B imajo relativno 
hitro rast in so odporne na nižje vrednosti pH. Najbolj odporne na ta okoljski dejavnik pa 
so MKB skupine C, ki najpočasneje rastejo (Lars in Siv, 2000). 
 
Slika 1: Potek spontanega zakisanja z mlečnokislinskimi bakterijami. A, B in C prikazujejo različne 
tipe MKB (Lars in Siv, 2000)   
Glede na njihov končni produkt ločimo dve skupini bakterij. Homofermentativne bakterije 
proizvedejo več kot 85 % mlečne kisline iz glukoze. Pri tem procesu iz 1 mola glukoze 
nastaneta 2 mola mlečne kisline. Heterofermentativne bakterije med fermentacijo 
proizvedejo le 50 % mlečne kisline, tako iz 1 mola glukoze dobimo 1 mol mlečne kisline, 1 
mol etanola in 1 mol ogljikovega dioksida (slika 2) (Reddy in sod., 2008). Poznamo pa tudi 
fakultativno heterofermentativne mlečnokislinske bakterije, ki so homofermentativne, ko 
imajo na voljo sladkorje s šestimi ogljikovimi atomi (heksoze) in heterofermentativne, ko 
imajo na voljo sladkorje s petimi ogljikovimi atomi (pentoze) (Lars in Siv, 2000). V 
živilski industriji mlečno kislino največkrat najdemo v zakisanih mlečnih izdelkih s 
fermentacijo, ali kot konzervans, kjer se uporablja kot dodatek živilom, ki jim zniža 
vrednost pH (Stiles, 1996). V EU je dovoljena za uporabo, najdemo jo lahko pod oznako 
E270 (FSA, 2018). V odvisnosti od vrednosti pH medija, lahko mlečno kislino najdemo v 
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protonirani ali deprotonirani obliki. Izoelektrična točka mlečne kisline je pri pH 3,86, kar 
pomeni, da sta pri tej vrednosti pH obe obliki zastopani v razmerju 1:1. Pri vrednosti pH, 
ki je nižja od izoelektrične točke lahko protonirana kislina prosto prehaja skozi celično 
membrano in zniža pH citoplazme. Poleg tega lahko molekule mlečne kisline porušijo tudi 
elektrokemični gradient membrane in preprečijo rast celice (Stratford in Eklund, 2003). 
Mlečna kislina je tudi optično aktivna z dvema stereo izomeroma, pri čemer ljudje lahko 
razgradimo le L(+) izomero. Povišana koncentracija D(-) izomere mlečne kisline je 
škodljiva za ljudi, zaradi tega se v prehrani uporablja le L(+) izomera (Åkerberg in sod., 
1998). 
 
Slika 2: Metabolizem mlečnokislinskih bakterij (povzeto po Reddy in sod., 2008) 
2.2 PROPIONSKE BAKTERIJE 
Propionske bakterije (PKB) so Gram-pozitivne, mezofilne, aerotolerantne, pleomorfne 
paličice. Prvič sta jih konec 19. stoletja opisala E. von Freudenreich in S. Orla-Jensen pri 
fermentaciji ementalskega sira (Cousin in sod., 2011). Bakterije so heterofermentativne in 
lahko kot substrat uporabijo različne ogljikove hidrate (glukozo, galaktozo, fruktozo in 
laktozo), alkohole (glicerol, eritritol) in organske kisline (laktat in piruvat). Rod 
Propionibacterium lahko glede na izvor razdelimo v dve skupini (Preglednica 2). Prva 
skupina so propionske bakterije izolirane iz različnih mlečnih izdelkov in se največkrat 
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uporabljajo kot starterske kulture. Te bakterije so odgovorne za značilno aromo in »očesa«, 
ki nastanejo med zorenjem švicarskih tipov sira (Emmental). Druga skupina propionskih 
bakterij naseljuje kožo ljudi in čeprav so normalno prisotne kot del kožne mikrobiote, so 
največkrat omenjene kot povzročiteljice nastanka aken (Cousin in sod., 2011). Številčnost 
in vrsta propionskih bakterij na koži se razlikuje glede na del telesa. Najpogostejša vrsta je 
Propionibacterium acnes, ki jo lahko najdemo predvsem na bolj mastnih predelih kože kot 
so lasišče, čelo, ušesa in nos. Prav tako je ta vrsta pogosta na predelih z veliko znoja 
(McGinley in sod., 1978). 
Preglednica 2: Vrste propionskih bakterij (Cousin in sod., 2011) 
PROPIONSKE BAKTERIJE IZ MLEČNIH 
IZDELKOV 
KOŽNE PROPIONSKE BAKTERIJE 
Propionibacterium acidipropionici Propionibacterium acidifaciens 
Propionibacterium cyclohexanicum Propionibacterium acnes 
Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii Propionibacterium australiense 
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii Propionibacterium avidum 
Propionibacterium jensenii Propionibacterium granulosum 
Propionibacterium microaerophilum Propionibacterium propionicum 
Propionibacterium thoenii  
Zaradi vedno večje ozaveščenosti potrošnikov so tudi propionske bakterije vedno bolj 
zanimive za raziskave, predvsem za ugotavljanje njihove vloge kot probiotiki. Probiotiki 
so definirani kot »živi mikroorganizmi, ki imajo pozitiven učinek na zdravje gostitelja, če 
jih zaužije v ustrezni količini« (FAO/WHO, 2006). Varnost PKB iz živil je dokazana 
zaradi dolgoletne uporabe in  razširjenosti švicarskih tipov sira. V Evropi sta na seznamu 
PDV (angl. QPS) vrsti Propionibacterium freudenreichii in Propionibacterium 
acidipropionici, ki spadata v sklop priporočenih bioloških agensov dodanih hrani ali krmi 
iz leta 2016 (EFSA Journal, 2016). Raziskave PKB iz živil so usmerjene predvsem v 
njihov metabolizem in vpliv, ki ga imajo na zdravje ljudi. Poleg probiotičnega potenciala 
so pomembne tudi zaradi sinteze bifidogeničnega stimulatorja rasti (BGS), vitaminov 
(B12) in konjugirane linolne kisline (CLA). BGS je prebiotični pripravek, ki stimulira rast 
bakterij iz rodu Bifidobacterium, ki so pomembni del črevesne mikrobiote. V Evropi 
uporablja EFSA za definiranje prebiotika definicijo po FAO, ki prebiotik razlaga kot 
neživo sestavino hrane, ki ima pozitiven učinek na zdravje gostitelja preko modulacije 
črevesne mikrobiote (Pineiro in sod., 2008). Ta pozitivni učinek na zdravje z modulacijo 
črevesne mikrobiote so Suzuki in sod. pokazali pri pacientih z ulceroznim kolitisom, 
katerim so ob dodatku BGS, proizvedenim s Propionibacterium freudenreichii, izboljšali 
klinično sliko (Suzuki in sod., 2006a). Veliko trditev je tudi o vplivu CLA na zdravje ljudi. 
Konjugirana linolna kislina je ime za skupino C18 položajnih in geometrijskih izomerov z 
dvema konjugiranima dvojnima vezema. Ta skupina spojin je že dlje časa poznana, vendar 
se šele v zadnjem času povečuje zanimanje za možnosti zdravljenja raka, debelosti in 
diabetesa (Fernie, 2003).  
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Čeprav PKB v zadnjih letih pridobivajo na priljubljenosti med raziskovalci, pa med 
raziskavo nismo zasledili znanstvenega članka, ki bi opisoval uporabo le-teh v pivovarstvu. 
Propionske bakterije lahko energijo za rast pridobivajo iz različnih substratov. Pri 
proizvodnji sira je glavni substrat mlečna kislina, ki jo s fermentacijo laktoze proizvedejo 
mlečnokislinske bakterije, vendar lahko kot vir uporabijo tudi sladkorje in druge organske 
spojine, kot so na primer glicerol, celuloza. Kot substrat lahko uporabimo tudi kompleksne 
stranske produkte iz industrije (gluten, sirotka, koruzna omakalna voda – CSL, itd.) 
(Piveteau, 1999). Sam metabolizem teh bakterij je zelo kompleksen, ker istočasno 
uporabljajo več med sabo povezanih metabolnih poti. Substrat (mlečna kislina) se najprej 
oksidira do piruvata in potem do acetata in CO2 ali reducira do propionata. Propionat se 
reducira s trans-karboksilazo v Wood-Werkman-ovem ciklu (slika 3). Glavni produkti 
zakisanja s PKB so propionska, ocetna, jantarna kislina in CO2. Poleg tega proizvajajo tudi 
hlapne spojine, ki imajo velik vpliv na aromo. Glavni takšni spojini sta 2-metilbutanojska 
kislina in 3-metilbutanoična kislina in sta povezani s tipično aromo po starem siru in potnih 
nogavicah (Thierry in sod., 2011).    
 
Slika 3: Metabolizem propionskih bakterij (Piveteau, 1999) 
Pozitivne lastnosti PKB v prehrani so znane že dolgo časa. Status probiotika so si prislužile 
predvsem na račun pozitivnega vpliva na črevesno mikrobioto in njihove metabolne 
aktivnosti (Al-Lahham in sod., 2010). 
Novejše študije povezane z uporabo propionske kisline v živilstvu in prehrani so redke in 
neenotne. Usmerjene so predvsem na vpliv, ki ga ima na zdravje ljudi, saj lahko prispeva k 
znižanju koncentracije maščobnih kislin v plazmi in poviša občutljivost inzulina, kar lahko 
vodi do izgube telesne teže (Al-Lahham in sod., 2010).  Demigne in sod. (1995) so na 
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podganjih hepatocitih pokazali inhibitorni vpliv propionata na sintezo maščobnih kislin in 
holesterola. Lin in sod. (1995) pa so pokazali, da so človeški hepatociti v celični kulturi 
manj dovzetni za propionat od podganjih. 
2.3 BAKTERIJSKE KULTURE V PIVOVARSTVU 
2.3.1 Mlečnokislinske bakterije v pivovarstvu 
Mlečnokislinske bakterije so v pivovarstvu dobro poznane in pri številnih raziskavah je 
bilo ugotovljeno, da ugodno vplivajo na proces drozganja.  Tipična drozga ima namreč 
vrednost pH okoli 5,7, kar je višje od optimuma delovanja amilolitičnih in proteolitičnih 
encimov, zato je potrebno znižati pH. V ta namen lahko uporabimo anorgansko kislino, kot 
je na primer fosforjeva kislina ali pa uporabimo kisli slad. Kisli slad je bogat z mlečno 
kislino, ki nastane kot stranski produkt metabolizma naravno prisotnih mlečnokislinskih 
bakterij na sladu (Lowe in sod., 2004a). Mlečnokislinske bakterije lahko uporabimo tudi za 
uravnavanje vrednosti pH sladice. Pittner in Back (1993) sta na primer uporabljala sladico 
z imobiliziranimi bakterijami, s čimer sta kontinuirno proizvajala zakisano sladico. V njuni 
raziskavi sta pokazala, da ima končni proizvod bogatejši aromatski profil in prijetno 
grenkobo z manjšo verjetnostjo, da se pojavi proteinska motnost (povzeto po Lowe in sod., 
2004a).  Med drugimi pozitivnimi lastnostmi je tudi zmanjšanje produkcije diacetila med 
fermentacijo, manj intenzivna barva piva in izboljšana stabilnost okusa (Oliver-Daumen in 
sod., 1989). Prav tako lahko kompenzirajo znižano encimsko aktivnost pri uporabi 50 % 
ječmena in 50 % sladu (Lowe in sod., 2004b).  
Mlečnokislinske bakterije proizvajajo tudi številne protimikrobne snovi, ki vplivajo na 
sorodne vrste in patogene seve in s tem podaljšuje rok trajanja izdelka. Za uporabo v 
pivovarstvu pa niso primerni vsi sevi mlečnokislinskih bakterij. Če želimo bakterije 
uporabiti pri proizvodnji piva mora biti sev naravno prisoten na ječmenu ali sladu in 
sposoben rasti v sladici. Glavni končni produkt metabolizma mora biti L(+) mlečna kislina, 
ob tem pa ne sme proizvajati diacetila. Prav tako izbrani sev ne sme biti sposoben rasti v 
pivu, saj bi s tem povzročil kvar piva (Vaughan in sod., 2005). Uporaba mlečnokislinskih 
bakterij kot proizvodnih sevov v pivovarstvu ni novost. Dodatek mlečne kisline lahko 
uporabimo kot nadomestek anorganskih kislin za znižanje pH sladice ali pa namesto tega 
uporabimo fermentiran slad ali sladico. Mlečna kislina v pivu naj bi doprinesla k 
izboljšanju tehnološkega postopka in senzorične zaznave (Vaughan in sod., 2005). 
Čeprav je pivo okolje v katerem številni mikroorganizmi ne rastejo, jih je nekaj, ki lahko 
pivovarjem povzročijo veliko težav. Med kvarljivce piva spadajo tako Gram-pozitivne, kot 
Gram-negativne bakterije. Gram-pozitivne bakterije obsegajo predvsem rodova 
Lactobacillus ter Pediococcus. V Evropi sta bila ta rodova med leti 1980 in 2002 
odgovorna za med 60 in 90 % mikrobioloških okužb (Suzuki, 2011). Med Gram-
negativnimi bakterijami kvar piva povzročajo striktno anaerobne bakterije iz rodov 
Pectinatus in Megasphera. S sodobno tehnologijo se je v pivovarnah skozi proces 
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proizvodnje piva zmanjšala izpostavljenost kisiku, s tem pa se je povišala incidenca 
striktno anaerobnih bakterij. Bakterije s svojo prisotnostjo spremenijo kemijske in fizikalne 
lastnosti piva. V pivih spodnjega vrenja niso zaželene, ker povzročajo motnost in z 
metabolnimi produkti, kot so različne kisline in diacetil vplivajo na senzorične lastnosti 
piva (Suzuki, 2011). Pomembna lastnost bakterij, ki jih smatramo za kvarljivce piva, je 
odpornost na izo-α kisline iz hmelja. Za to odpornost sta odgovorna dva gena. Prvi gen je 
horA, ki nosi zapis za od ATP odvisen membranski transporter, ki aktivno črpa izo-α -
kisline iz bakterijske celice. Drugi gen horC pa kodira transporter, ki za izločanje uporablja 
protonsko gibalno silo (Suzuki in sod., 2006b). Bakterije potrebujejo za rast v pivu vsaj 
enega od teh genov. Zato sta gena horA in horC odlična genetska markerja za detekcijo 
kvarljivcev piva (Suzuki, 2011).  
2.3.2 Uporaba bakteriocina nizina kot inhibitorja kvarljivcev piva 
Nizin je peptid s širokim spektrom protimikrobnega delovanja. Določeni sevi 
mlečnokislinskih bakterij so sposobni tvorbe bakteriocina nizina. Nizin je spojina, ki se 
uporablja kot konzervans in je dovoljena kot dodatek živilom v EU, kjer jo najdemo pod 
oznako E234 (EFSA Journal, 2006). Po definiciji so bakteriocini proteini ali spojine 
proteinske narave, ki jih proizvajajo bakterije, da zavirajo rast sorodnih organizmov 
(Harlander, 1993). Mlečnokislinske bakterije proizvajajo več različnih tipov bakteriocinov, 
v grobem jih lahko razdelimo v tri skupine. Prva skupina, kamor spada tudi nizin, so 
lantibiotiki oz. majhni temperaturno stabilni peptidi, ki vsebujejo modificirano 
aminokislino lantionin. Druga skupina so majhni, temperaturno stabilni bakteriocini, ki ne 
vsebujejo lantionina, in tretja skupina so bakteriolizini, to so veliki termolabilni litični 
proteini (Vuyst in Leroy, 2007). Ker nizin nima vpliva na pivovarske kvasovke, ga lahko 
dodamo pred ali med fermentacijo in s tem ne vplivamo na učinkovitost fermentacije. Kot 
dodatek  pivu nizin zavira rast ali pa ubije nezaželene seve mlečnokislinskih bakterij, kar je 
v raziskavi dokazal Ogden (1985; 1986). V slednji raziskavi so skupno testirali 149 
bakterijskih sevov in čeprav je bila občutljivost na nizin različna, jo je izražalo kar 92 % 
testiranih sevov. Nizin na bakterijske celice deluje dvostopenjsko, saj se najprej veže na 
lipid II, ki je pomemben prekurzor v biosintezi peptidoglikana, in nato kompleks lipida II 
in nizina tvori pore v celični membrani. Delovanje nizina lahko zaznamo že pri 
nanomolarnih koncentracijah in kljub temu da se v prehranski industriji uporablja že več 
kot 40 let, še ni zaznati bakterijske rezistence (Vuyst in Leroy, 2007). 
2.4 PIVO Z ZNIŽANO VSEBNOSTJO ALKOHOLA 
Pretirano uživanje alkohola je najpogostejši družbeni problem. Posledica zlorabe alkohola 
lahko povzroči osebne, socialne, ekonomske in zdravstvene težave. Slovenija se po 
podatkih svetovne zdravstvene organizacije uvršča med sedem držav z najmanjšim 
deležem moških na svetu, ki v zadnjem letu niso pili alkohola (NIJZ, 2014). Obstaja več 
strategij, kako se spopasti s tem problemom. Nekatere države poskušajo omejiti 
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proizvodnjo, prodajo in potrošnjo alkoholnih pijač, vključno s pivom. Alternativni način 
zmanjševanja zlorabe alkohola je s proizvodnjo brezalkoholnih pijač in pijač z zmanjšano 
vsebnostjo alkohola. Opredelitev piv z znižano vsebnostjo alkohola se razlikuje med 
posameznimi državami. V večini držav Evropske unije se delijo v dve kategoriji, 
brezalkoholna piva z največ 0,5 % volumskih odstotkov alkohola (»Alcohol by Volume« - 
ABV) in piva z znižano alkoholno stopnjo z manj kot 1,2 % ABV (Brányik in sod., 2012). 
Heineken pri pivih, ki so označena kot brezalkoholna dovoljuje največ 0,03 % ABV 
(HEINEKEN, 2014). V Sloveniji Pravilnik o kakovosti piva deli piva na brezalkoholna 
piva z največ 0,5 % ABV in na lahka piva z največ 3 % ABV (Pravilnik o pivu, 2003).  
V svetovnem merilu se delež pijač z znižano vsebnostjo alkohola na trgu močno povečuje. 
Izmed držav  Evropske unije je Španija največji potrošnik piv z znižano alkoholno stopnjo 
(9,5 % v letu 2010). V Nemčiji, državi z največjim trgom piva v Evropi, imajo piva z 
znižano stopnjo alkohola tržni delež med 4 % in 5 % v letu 2010 (Brányik in sod., 2012). 
2.4.1 Proizvodnja piva z nizko vsebnostjo alkohola 
Pivo z nižjo vsebnostjo alkohola lahko proizvedemo na več različnih načinov. Na splošno 
lahko uporabimo dva pristopa. Prvi pristop je fizikalni, kjer alkohol iz raztopine 
odstranimo z rektifikacijo (destilacijo), evaporacijo, dializo ali reverzno osmozo. Pri 
rektifikaciji in evaporaciji s pomočjo povišane temperature odparimo alkohol iz raztopine. 
Na aromatski profil piva ima pomemben vpliv temperatura in čas izpostavljenosti visokim 
temperaturam. Ker je vrelišče etanola pri atmosferskem tlaku okoli 78 °C, s temperaturno 
obdelavo pri tej temperaturi zelo osiromašimo aromo piva. Odstranitev alkohola se zato 
izvaja pri znižanem tlaku (4-20 kPa) in temperaturi med 30 °C in 60 °C. Pri dializi in 
reverzni osmozi (RO) koncentracijo etanola zmanjšamo s pomočjo polprepustne 
membrane, ki skozi prepušča le majhne molekule. Ločevanje pri dializi poteka zaradi 
koncentracijskega gradienta, ki nastane na polprepustni membrani. V primeru, da 
uporabljamo vodo, vse raztopljene snovi težijo iz mesta višje koncentracije (pivo) proti 
nižji koncentraciji (voda), medtem ko nekaj vode prehaja iz dializata nazaj v pivo. Da 
preprečimo prehajanje vode v pivo lahko povišamo tlačno razliko na membrani (med 10 in 
60 kPa). Pri reverzni osmozi s pomočjo visokega hidrostatičnega tlaka (2 – 8 MPa) 
potiskamo tekočino skozi polprepustno membrano. Glede na sestavo membrane in velikost 
por poteka separacija molekul. Permeat predstavljajo vse molekule, ki prehajajo 
membrano, ostalo imenujemo koncentrat. Prednost RO pri proizvodnji piv z nizko 
vsebnostjo alkohola je v visoki prepustnosti za alkohol in vodo ter nizki prepustnosti za 
druge molekule. Poleg tega jo odlikuje še enostavno čiščenje, odpornost na mehanske in 
kemične poškodbe ter je relativno poceni. Ko optimiziramo te procese za določen produkt, 
imajo le majhen vpliv na kakovost končnega izdelka, pri čemer lahko koncentracijo 
alkohola znižamo na zelo nizek nivo (Brányik in sod., 2012).  
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Slika 4: Metode za proizvodnjo brezalkoholnih piv (povzeto po Brányik in sod., 2012) 
Drug pristop je biološki, s katerim poskušamo omejiti proizvodnjo alkohola med samo 
fermentacijo. To lahko storimo tako, da omejimo stopnjo fermentacije, spremenimo 
program drozganja, uporabimo nizkofermentativen sev kvasovk ali s kontinuirano 
fermentacijo. Na količino proizvedenega alkohola lahko še pred samim dodatkom kvasa 
vplivamo s procesom drozganja. Pri drozganju s pomočjo naravno prisotnih encimov v žitu 
razgradimo škrob (polimer iz amilopektina in amiloze) na manjše sladkorne enote. Delež 
sladkorjev v sladici je odvisen od količine encimov, temperature in časa drozganja. Pri 
temperaturi med 62 in 65 °C je optimum za delovanje β-amilaze, ki škrob razgradi do 
maltoze, medtem ko je pri temperaturi med 72 in 75 °C optimum za delovanje α-amilaze, 
ki amilozo razgradi na maltotriozo in maltozo in amilopektin na maltozo, glukozo in 
dekstrine. Temperaturni profil pri klasičnem drozganju sovpada s temperaturnimi 
optimumi posameznih encimov v ječmenovem sladu, čas zadrževanja pri posamezni 
temperaturi pa se razlikuje glede na recept (slika 5).  
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Slika 5: Temperaturni profil pri klasičnem drozganju ječmenovega sladu (povzeto po Krottenthaler in 
sod., 2009)  
Maltotrioze in dekstrinov pivska kvasovka ne fermentira, medtem ko je koncentracija 
ostalih fermentabilnih sladkorjev v sladici sorazmerna koncentraciji alkohola, ki ga 
kvasovke lahko proizvedejo. V kolikor torej spremenimo proces drozganja tako, da 
dobimo v sladici več nefermentabilnih sladkorjev, lahko s tem posredno vplivamo na 
koncentracijo alkohola po končani fermentaciji. Ena od možnosti je s segrevanjem sladice 
nad 65 °C s čimer inaktiviramo β-amilazo (Evan in sod., 2003). V kombinaciji s 
prilagojenim drozganjem lahko za znižanje koncentracije alkohola uporabimo tudi 
nizkofermentativen sev kvasovk, ki proizvaja manj etanola kot pivska kvasovka. Tega 
lahko pridobimo s pomočjo naključnih mutacij, ali pa uporabimo sev, ki ni zmožen 
fermentirati maltoze (npr. vinske kvasovke), ali uporabimo ne-Saccharomyces kvasovke, 
pri čemer je viden dober rezultat pri vrsti  Saccharomycodes ludwigii (Brányik in sod., 
2012). Kljub temu je omejitev fermentacije oz. fermentacija pri znižani temperaturi (Cold 
Contact Fermentation - CCF) med biološkimi pristopi najbolj priljubljena. Za razliko od 
standardne fermentacije piv spodnjega vrenja, kjer je začetna temperatura okoli 7 ºC, pri 
CCF pred inokulacijo pivino ohladimo na okoli 0 ºC. Z znižanjem temperature dosežemo, 
da se metabolizem kvasovk upočasni. Kvasni inokulum predstavlja  okoli 10 % deleža 
standardnega inokuluma za piva spodnjega vrenja, ki znaša 1,5*106 celic/ml za 1 °Plato. 
Glavni namen dodatka kvasa pri proizvodnji piva z nizko vsebnostjo alkohola je, da s tem 
zadosti zakonski definiciji piva tj. »Pivo je fermentirana pijača iz žit, hmelja in vode, 
izdelana po tehnološkem postopku varjenja, ki mu sledi alkoholno vrenje sladice z 
dodatkom pivskih kvasovk« ( Pravilnik o pivu, 2003).  
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Pri CCF je produkcija alkohola znižana zaradi dodatka manjšega števila kvasnih celic, ki 
so zaradi nižje temperature manj metabolno aktivne, in skrajšamo kontaktni čas kvasovk s 
pivino. 
2.4.2 Hlapni aldehidi 
Hlapne spojine v pivu določajo vonj in aromo, pri čemer so še posebej pomembni aldehidi. 
Mehanizmov za nastanek aldehidov v pivu je več. Lahko nastanejo z oksidacijo 
nenasičenih maščobnih kislin, z Maillardovo reakcijo, s Streckerjevo razgradnjo, 
razgradnjo α-kislin, oksidacijo višjih alkoholov, sekundarno avtooksidacijo aldehidov ali 
pa jih proizvajajo kvasovke med fermentacijo. Največ težav pri proizvodnji 
brezalkoholnega piva s fermentacijo pri znižani temperaturi (CCF) povzroča prisotnost 
nezaželenih arom po sladu oz. sladici. Za nastanek teh arom je odgovornih več aldehidnih 
spojin, ki so prisotne v sladici. Zaradi nizkega praga zaznave so še posebej problematični 
razvejani, hlapni aldehidi (imenovani tudi Streckerjevi aldehidi). Nastanek teh aldehidov je 
povezan z Maillardovo reakcijo, ki poteka že ob praženju sladu pri temperaturi nad 50 ºC 
in vrednost pH med 4 in 7. Maillardova reakcija poteče med aminom, aminokislino, 
peptidom ali proteinom in reducirajočim sladkorjem. Med reakcijo nastane nekaj α-
dikarbonilnih spojin in heterociklični spojini furfural in 5-hidroksimetilfurfural (5-HMF). 
Aminokisline, ki so prisotne v sladici, nato reagirajo z α-dikarbonilnimi spojinami in 
tvorijo tako imenovane hlapne ali Streckerjeve aldehide (slika 6) (Baert in sod., 2012). Pri 
CCF lahko kvasovke z upočasnjenim metabolizmom, zaradi nižjih temperatur, encimsko 
odstranijo okoli 65 % razvejanih aldehidov (Perpète in Collin, 1999), pri čemer ostanek še 
vedno vpliva na senzorično zaznavo (Brányik in sod., 2012).  
 
Slika 6: Streckerjeva reakcija med α-dikarbonilno spojino in amino kislino (Baert in sod., 2012) 
Pomemben vpliv na aromo piva ima le nekaj produktov Streckerjeve reakcije.  To so 2-
metilpropanal, ki nastane iz aminokisline valin, 2-metilbutanal iz izolevcina, 3-
metilbutanal iz levcina, metional iz metionina in fenilacetaldehid iz fenilalanina (Baert in 
sod., 2012). Poleg Streckerjeve razgradnje so lahko hlapni aldehidi tudi rezultat reakcije 
med aminokislino in α-nenasičeno karbonilno skupino, kot je na primer trans-2-nonenal, ki 
nastane pri oksidaciji maščobnih kislin, ali furfuralom iz Maillardove reakcije. 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
 
Slika 7: Shema poteka raziskovalnega dela 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijski pribor 
Pri raziskovalnem delu smo uporabili sledeči laboratorijski pribor: 
 avtoklavirni samolepilni trak, 
 avtomatske pipete (Eppendorf), 
 digitalne avtomatske pipete (Eppendorf), 
 spatula po Drigalskem, 
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 laboratorijska steklovina: erlenmajerice, čaše, epruvete, steklenice z zamaškom na 
navoj (Schott Duran), merilni valji, infuzijske steklenice, 
 10 l trdna plastenka »Vacuum Carboy« (Thermo Scientific Nalgene), 
 laboratorijske rokavice iz lateksa in nitrila, 
 mikrocentrifugirke različnih volumnov (Eppendorf), 
 mikrotitrske plošče (Thermo Fisher Scientific), 
 multikanalna pipeta (Eppendorf), 
 nastavki za pipete različnih volumnov (Eppendorf), 
 plastične cepilne zanke, 
 plastične centrifugirke (15 ml in 50 ml), 
 plastične petrijevke, 
 polavtomatska pipeta (Eppendorf), 
 steklena objektna in krovna stekelca za mikroskopiranje, 
 sterilni filter FP 30/0,20 CA-S Whatman, 
 sterilne filtrirne enote 0,2 μm, 47 mm Triton™ z membrano iz nitroceluloze 
(Nalgene), 
 filter papir MN 616 ¼ 270 mm, 
 stojala za mikrocentrifugirke. 
 
3.1.2 Laboratorijske aparature 
Pri raziskovalnem delu smo uporabili sledeče laboratorijske aparature: 
 pH meter Inolab pH 720 (WTW) 
 anaerobni lonci, 
 avtoklav, 
 brezprašna komora – laminarij, 
 hladilniki in zamrzovalne skrinje, 
 svetlobni mikroskop (Leica), 
 merilec gostote DMA 35n (Anton Paar), 
 pretočni citometer CHEMUNEX BactiFlow, 
 1,4 l bioreaktorji INFORS HT Multifors 2 z hladilnikom FL601 (JULABO), 
 napredni večnamenski čitalec (Varioskan Flash), 
 bioreaktor za nadzor alkoholne fermentacije (AFM - Alcohol fermentation monitor, 
Applikon), 
 centrifuga (Hermile Z 400 K), 
 centrifuga za večje volumne (Beckman coulter AvantiTM J-20 XPI), 
 NucleoCounter YC-100 za merjenje skupnega števila kvasnih celic. 
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3.1.3 Bakterijski sevi 
Pri raziskovalnem delu smo uporabili različne seve bakterijskih vrst. Del teh sevov smo 
dobili iz zbirke pivovarne Heineken, ostali sevi mlečnokislinskih bakterij so bili 
komercialno dostopni.  
Preglednica 3: Mikroorganizmi, uporabljeni v raziskavi 
MB23 Lactobacillus amylolyticus 
MB120 Lactobacillus sakei 2313 
MB124 Lactobacillus brevis 
MB449 Lactobacillus brevis 
MB556 Lactobacillus brevis 
MB576 Lactobacillus brevis mutant MB124 
MB578 Lactobacillus casei 
MB582 Lactobacillus helveticus 
MB583 Lactobacillus plantarum 
MB589 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 
MB594 Lactobacillus helveticus 
MB597 Lactobacillus helveticus 
MB598 Lactobacillus (para)casei 
MB602 Proizvod SBIFIDUS BATL-RAM (mešanica sevov vrst  Bifidobacterium sp., 
Lactobacillus johnsonii, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus rhamnosus, 
Lactobacillus bulgaricus) 
MB611 Lactobacillus plantarum 
/ Saccharomyces cerevisiae  
 
3.1.4 Gojišča 
a) Gojišče iz sladice  
Gojišče smo pripravili iz sladice za proizvodnjo piva Heineken. Vsebnost ekstrakta sladice 
smo z destilirano vodo uravnali na 15 ºPlato. Stopinje Plato evropski pivovarji uporabljajo 
za merjenje gostote piva. Izračunamo jih lahko s pomočjo specifične gostote (SG), ki jo 
vnesemo v enačbo 1 (Brewer’s Friend, 2007): 
 
)*997,135()*272,630()*14,1111()868,616*1( 32 SGSGSGP    …(1)  
Sladico smo potem prvič avtoklavirali 15 min pri 121 ºC in nato s pomočjo filter papirja 
odstranili denaturirane proteine. Filtrirani sladici smo dodali bakteriološki agar (Sigma-
Aldrich) v koncentraciji 15 g/l za trdo gojišče in 7 g/l za poltrdo gojišče. Gojišče smo še 
enkrat avtoklavirali pri 121 ºC, 15 min. V brezprašni komori smo nato ohlajeno gojišče na 
48 ºC razlili v sterilne petrijevke. Ohlajena gojišča v petrijevkah smo hranili pri 4 ºC do 
uporabe. 
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b) Raka Ray No. 3 agar (Tritium Microbiologie)  
Uporabljali smo komercialno pripravljene plošče z gojiščem za detekcijo mlečnokislinskih 
bakterij v pivu. 
c) NBB (Döhler) gojišče za gojenje mlečnokislinskih bakterij 
Uporabljali smo že pripravljeno tekoče gojišče (NBB-B) ali trdo gojišče (NBB-A), ki sta 
bili dobavljeni v sterilnih 250 ml steklenicah. Steklenico s trdnim gojiščem (NBB-A) smo 
najprej avtoklavirali 30 min, da se je gojišče utekočinilo. Steklenico smo nato počasi 
ohladili na okoli 48 ºC in razlili v sterilne petrijevke v brezprašni komori. Tekoče gojišče 
(NBB-B) smo prenesli v steklene epruvete in jih avtoklavirali 15 min. pri 121 ºC. 
d) MRS (Tritium Microbiologie) komercialno pripravljene plošče za gojenje 
mlečnokislinskih sevov z zmanjšano rastjo na gojišču NBB. 
 
3.1.5 Pufri in raztopine 
 6 M KOH pripravljena iz KOH peletov (Emsure), 
 2 M HCl (Sigma-Aldrich), 
 10 % mlečna kislina (Oxoid), 
 70 % etanol, 
 fiziološka raztopina (Tritium microbiologie), 
 fosfatni pufer.  
Fosfatni pufer smo pripravili tako, da smo najprej pripravili 0,1 M KH2PO4 (Emsure) 
in 0,1 M NaOH (Emsure). Nato smo v 100 ml 0,1 M KH2PO4 počasi z mešanjem in 
merjenjem pH dodajali 19,4 ml 0,1 M NaOH. Pufer s končnim pH 6,3 smo 
avtoklavirali 15 min. pri 121 ºC in nato shranili v hladilniku pri 4 ºC. 
 
 Set za merjenje D-/L- mlečne kisline z UV – metodo (Boehringer Mannheim / R-
Biopharm Cat. No. 11 112 821 035) 
3.2 METODE 
Raziskovalno delo je bilo razdeljeno na več sklopov. Prvi sklop je zajemal pripravo in 
izbor bakterijskih sevov, ki so bili sposobni rasti v pivski sladici in optimizacijo rastnih 
pogojev. V drugem sklopu smo izvedli analizo zakisane sladice na prisotnost inhibitornih 
učinkovin in hlapnih aldehideov. V tretjem sklopu smo zakisano sladico fermentirali pri 
znižani temperaturi z namenom zmanjšanja hlapnih aldehidov pod prag zaznave. 
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3.2.1 Priprava bakterijskih sevov 
Bakterijske seve komercialnih mlečnokislinskih bakterij smo prejeli od proizvajalca na 
suhem ledu. Po prejetju smo seve počasi odtajali in jih resuspendirali v sterilni fiziološki 
raztopini ter jih nato nacepili na sterilne plošče različnih gojišč. Po inkubaciji smo najprej 
preverili čistost kolonij glede na morfologijo kolonij na posameznem gojišču in nato še rast 
istega seva na različnih gojiščih. V primeru različne morfologije kolonij smo te še dodatno 
pregledali pod mikroskopom in posamezne kolonije nato nacepili na nove plošče, da smo 
pridobili čisto kulturo. 
Shranjevanje kultur je zajemalo gojenje čiste kulture v NBB-B gojišču. Ko je bakterijska 
rast dosegla stacionarno fazo oz. vsaj 106 CFU, kar smo ugotavljali s pretočnim 
citometrom Bactiflow, smo v 10 ml gojišča dodali 3 ml 70 % glicerola, dobro premešali, 
ter prenesli v krioviale.  
Ko smo potrebovali svežo kulturo smo kriovialo iz -80 ºC prestavili najprej na led za 15 
minut, da se je počasi odtalila, ter jo nato nacepili na izbrano gojišče. Po inkubaciji smo 
plošče s čistimi kolonijami hranili v hladilniku pri 4 ºC do 14 dni. 
Čiste kolonije smo nadalje uporabili za našo raziskavo ter tudi shranili v zbirko Heineken, 
kot je opisano v prejšnjem odstavku.  
3.2.2 Vzorčenje sladice  
Sladico smo vzorčili v pivovarni po drozganju. Vzorec smo odvzeli v 10 l sterilno posodo 
skozi vzorčni ventil, ki smo ga razkužili z 70 % etanolom. Vsebnost ekstrakta vzorčne 
sladice je bila med 19 in 20 ºPlato. Za uravnavanje na želeno stopnjo ekstrakta smo 
uporabili demineralizirano vodo. 
3.2.3 Ugotavljanje živosti bakterij s pretočnim citometrom Bactiflow 
Živost celic smo merili s pretočnim citometrom Bactiflow. Bactiflow detektira samo 
metabolno aktivne celice, ki ob dodatku nefluorescentnega barvila le-to pretvorijo  v 
aktivne molekule, ki fluorescirajo. Vzorce za analizo smo aseptično odvzeli v laminariju  
in naredili serijo desetkratnih redčitev v končnem volumnu 1 ml. S tem smo pripravili 
koncentracijo celic v območju, v katerem obratuje Bactiflow, to je med 100 in 105 celic/ml. 
Raztopino za označevanje celic smo pripravili z mešanjem 10 ml raztopine ChemSol B24, 
0,5 ml CSV in 0,1 ml V26. Pred analizo smo v 3 ml epruvete odpipetirali 900 µl raztopine 
za označevanje celic ter 100 µl vzorca iz redčitvene vrste, inkubirali 10 minut pri 30 ºC, 
dodali CSR reagent, premešali in naložili v inštrument za analizo. Točnost meritev smo 
preverili z razmazom 100 µl vzorca iz redčitvene vrste na plošče NBB-A. 
Kožuh M. Vpliv mlečnokislinskih in propionskih bakterij s protimikrobnim delovanjem na kakovost brezalkoholnega piva. 




3.2.4 Vzorčenje pivine 
Hmeljeno pivino smo vzorčili v pivovarni na hladilni liniji. Pred odvzemom vzorca smo 
vzorčni ventil razkužili z 70 % etanolom. Vsebnost ekstrakta pivine med vzorčenjem je 
bila okoli 17 ºPlato in temperatura 8 ºC. Vzorec pivine smo odvzeli v sterilno steklenico 
volumna 2 l. Pred uporabo smo vsebnost ekstrakta pivine uravnali na želeno vrednost z 
demineralizirano vodo. 
3.2.5 Biološko zakisanje sladice z mlečnokislinskimi bakterijami 
3.2.5.1 Priprava vzorca za kemijske analize 
Po končanem zakisanju smo pripravili vzorce za kemijske analize hlapnih spojin, tako da 
smo jih 10 minut centrifugirali pri 3500 rpm, 4 °C in nato supernatant sterilno filtrirali 
skozi 0,20 µm filter v 50 ml centrifugirke in jih shranili v hladilniku do analiz. 
3.2.5.2 Merjenje koncentracije mlečne kisline 
Za določanje koncentracije mlečne kisline v naših vzorcih, smo uporabili komercialni set 
podjetja Boehringer Mannheim/R-Biopharm. Uporabili smo ga v skladu z navodili 
proizvajalca. V našem vzorcu smo najprej glede na rezultate drugih del ocenili 
koncentracijo mlečne kisline v g/l in vzorec nato ustrezno redčili do končne koncentracije 
med 0,03 in 0,2 g/l. Za merjenje koncentracije smo pripravili dve kiveti, eno za slepo 
kontrolo, drugo z vzorcem. V obe kiveti smo odpipetirali 1 ml raztopine 1 (L-glutaminska 
kislina v pufru glicilglicin), 0,2 ml raztopine 2 (NAD+), 0,02 ml suspenzije 3 (glutamat-
piruvat transaminaza). V kiveto s slepo kontrolo smo nato dodali še 1 ml destilirane vode, 
v kiveto z vzorcem pa 0,1 ml prej pripravljenega vzorca in 0,9 ml destilirane vode. 
Raztopino v kiveti smo nato premešali in po petih minutah izmerili absorbanco pri 340 nm 
(A1). Reakcijo smo pričeli z dodatkom 0,02 ml raztopine 4 (D-laktat dehidrogenaza) 
premešali in po 30 minutah izmerili absorbanco obeh kivet (A2). Nato smo dodali še 0,02 
ml raztopine 5 (L-laktat dehidrogenaza), premešali in ponovno po 30 minutah izmerili 
absorbanco obeh kivet (A3). Koncentracijo mlečne kisline smo nato izračunali s pomočjo 
enačbe: 








                                              ...(2) 
V = končni volumen v kiveti; 2,24 ml za D-Mlečno kislino in 2,26 ml na L-Mlečno kislino 
v = volumen vzorca (ml) 
MW = molekulska masa mlečne kisline (g/mol) 
d = širina kivete (cm) 
ε = ekstinkcijski koeficient za NAD pri 340 nm (l * mmol-1 * cm-1) 
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ΔA za D-mlečno kislino smo dobili tako, da smo izračunali razliki v absorpciji med A2 in 
A1 za vzorec in kontrolo ter odšteli kontrolo od vzorca. Pri izračunu ΔA za L-mlečno 
kislino smo izračunali razliko med A3 in A2 in prav tako odšteli kontrolo od vzorca.  
3.2.5.3 Zakisanje sladice Heineken s komercialnimi sevi mlečnokislinskih 
bakterij 
Za zakisanje sladice s komercialnimi sevi mlečnokislinskih bakterij smo pripravili sterilno 
gojišče iz sladice z vsebnostjo ekstrakta 15 ºPlato v 250 ml infuzijskih steklenicah. 
Inokulum smo pripravili tako, da smo na NBB-A plošči izbrali kolonijo posameznega 
bakterijskega seva in jo prenesli v prej pripravljeno sterilno gojišče NBB-B v 10 ml 
epruveti. Epruvete smo nato inkubirali pri 28 ºC tri dni. Po treh dneh smo 100 µl 
inokulirali v prej pripravljeno gojišče v 250 ml infuzijskih steklenicah. Vse inokulirane 
steklenice in negativno kontrolo smo nato inkubirali na 28 ºC še tri dni. Po treh dneh smo 
gojišče v brezprašni komori prenesli v 50 ml centrifugirke, in jih pripravili za analizo 
hlapnih aldehidov (poglavje 3.2.5.1). 
3.2.5.4 Zakisanje sladice s sevom Lactobacillus amylolyticus MB23 
Prekonočno kulturo Lactobacillus amylolyticus (MB23) smo pripravili v tekočem gojišču 
iz pivske sladice, z vsebnostjo ekstrakta 15 ºPlato in jo inkubirali pri 48 ºC 16 ur. Za 
zakisanje smo pripravili sladico z vsebnostjo ekstrakta 15 ºPlato, 100 ml prenesli v tri 100 
ml infuzijske steklenice in sterilizirali. Po sterilizaciji smo eno izmed sladic v infuzijski 
steklenici inokulirali z 1 ml prej pripravljene prekonočne kulture. Drugi dve sta ostali 
sterilni kot negativna kontrola. Koncentracija bakterij v našem inokulumu je bila  107 
celic/ml. Eno sterilno in eno inokulirano infuzijsko steklenico smo nato inkubirali dva dni 
pri 48 ºC, drugo sterilno steklenico smo pripravili za kemijske analize (poglavje 3.5.2.1) in 
nam je služila za merjenje začetne koncentracije hlapnih aldehidov. 
3.2.5.5 Zakisanje sladice s sevom Lactobacillus amylolyticus  MB23 v 
bioreaktorju 
Za našo raziskavo smo najprej optimizirali pogoje namnoževanja izbranega seva 
Lactobacillus amylolyticus MB23 v bioreaktorju, z namenom produkcije mlečne kisline. 
Za gojenje smo uporabili bioreaktorje Multifors z delovnim volumnom 1 l. Dan pred 
inokulacijo bioreaktorjev smo nacepili bakterijski inokulum. Pripravili smo ga tako, da 
smo nacepili eno kolonijo izbranega seva iz plošče v 250 ml sladice z enako vsebnostjo 
ekstrakta kot smo jo nato uporabili v bioreaktorju in inkubirali pri 48 °C. Na bioreaktorjih 
smo pred pričetkom kultivacije umerili sonde in pripravili opremo v skladu z navodili 
proizvajalca. V pivovarni Zoeterwoude smo odvzeli vzorec sladice in uravnali vsebnost 
ekstrakta na 12 ºP. Liter tako pripravljene sladice smo nato prenesli v posodo bioreaktorja 
in z vsemi priključki avtoklavirali. Sterilno posodo smo nato priključili na bioreaktor v 
skladu z navodili proizvajalca. Za beleženje podatkov smo opremo priključili na računalnik 
Kožuh M. Vpliv mlečnokislinskih in propionskih bakterij s protimikrobnim delovanjem na kakovost brezalkoholnega piva. 




s pripadajočo programsko opremo, v kateri smo nastavili postopek fermentacije in 
parametre. Po 16 urah od postavitve fermentorjev smo inokulirali naš bakterijski sev. V en 
liter gojišča smo inokulirali 25 ml bakterijske kulture v pozni logaritemski fazi, s 
koncentracijo približno 108 celic/ml. Začetne pogoje gojenja seva  smo izbrali na podlagi 
prejšnjih poskusov (Alia, 2016). Za prvi poskus smo uporabili anaerobno zakisanje L. 
amylolyticus MB23, ki je potekala pri 48 ºC in mešanjem pri 20 rpm. Zakisanje v drugi 
posodi je potekalo pri enakih pogojih kot v prvi, le da smo vrednost pH avtomatsko 
uravnavali z dodatkom 6 M baze KOH . Optimalno vrednost pH smo nastavili na 4. 
Zakisanje brez pH uravnavanja smo zaključili po 48 urah in po sedmih dneh zakisanja s pH 
uravnavanjem. Po končanem zakisanju smo vzorec gojišča odvzeli v sterilne 250 ml 
infuzijske steklenice, jih inkubirali pri različnih temperaturah in periodično merili živost 
bakterijskih celic z namenom testiranja vpliva na živost pri različnih temperaturah 
skladiščenja. Pri naslednjem poskusu smo povečali inokulum z namenom pospešitve 
zakisanja sladice.  Vsebnost ekstrakta v sladici smo uravnali na 12 ºPlato. Bioreaktorje smo 
kot v prejšnjem poskusu pripravili in sterilizirali v skladu z navodili proizvajalca. Za 
inokulum smo uporabili 50 ml bakterijske kulture v pozni logaritemski fazi s približno 108 
celic/ml. Pri tem poskusu smo uporabili dve posodi s pH regulacijo. Vrednost za 
uravnavanje smo nastavili na pH 4 in pH 3,5. Za uravnavanje pH smo uporabili 6M KOH. 
Po 52 urah smo ustavili proces in izmerili koncentracijo mlečne kisline z metodo UV 
(poglavje 3.2.5.2). 
Pri tretjem zakisanju v bioreaktorju smo povišali vsebnost ekstrakta v sladici na 15 ºPlato. 
Zopet smo pripravili dve posodi s sterilno sladico, eno z uravnavanjem pH in eno brez 
uravnavanja. Ostalih parametrov nismo spreminjali. Za nevtralizacijo zakisane sladice smo 
uporabili 6M KOH. Vsako posodo smo inokulirali z 50 ml bakterijske kulture v pozni 
logaritemski fazi s približno 108 celic/ml. Prvih osem ur smo vsako uro odvzeli vzorec in 
merili nastajanje mlečne kisline z encimskim testom  (poglavje 3.2.5.2). Po 24 urah smo 
ponovno vzeli vzorec za analizo nastale mlečne kisline in zaključili proces. Poleg  sladice 
Heineken smo zakisanje z L. amylolyticus preizkusili tudi s sladico za pripravo 
brezalkoholnega piva, odvzeti v pivovarni Den Bosch. Za primerjavo sprememb v hlapnih 
aldehidih med pripravo sladice smo odvzeli tudi vzorec pivine. Vzorcem smo kasneje 
uravnali vsebnost ekstrakta na 15 ºPlato z demineralizirano vodo. Sladico smo nato 
prenesli v posodo bioreaktorja in sterilizirali. Dve posodi smo nato priklopili na bioreaktor 
in nastavili parametre v skladu z navodili proizvajalca. Za obe posodi smo nastavili 
temperaturo gojišča na 48 ºC in hitrost mešala na 20 rpm. Posodi smo inokulirali, ko so se 
vzpostavile stabilne vrednosti parametrov. Za inokulum smo uporabili 50 ml bakterijske 
kulture s približno 108 celic/ml. Zakisanje smo zaustavili po 48 urah. Vzorce smo pripravili 
za kemijsko analizo hlapnih spojin (poglavje 3.2.5.1). Vzorce smo nato hranili v hladilniku 
pri 4 ºC do izvedbe analiz.  
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3.2.5.6 Zakisanje sladice s propionskimi bakterijami 
Zakisanje sladice s propionskimi bakterijami smo izvedli s čisto kulturo PKB. Bakterije 
smo najprej gojili v 250 ml steklenicah s tekočim gojiščem iz sladice z vsebnostjo 
ekstrakta 15 ºPlato. Gojišče za zakisanje smo pripravili iz sveže sladice, ki smo jo 
sterilizirali. V eni posodi smo za zakisanje uporabili 50 ml bakterijske kulture, drugo smo 
inokulirali z 1 ml. Oba inokuluma sta imela koncentracijo približno 108 celic/ml. Obe 
posodi smo nato inkubirali devet dni pri 28 ºC z mešanjem pri 20 rpm. Po končanem 
zakisanju smo odvzeli vzorec in ga pripravili za analize po postopku za kemijske analize 
hlapnih aldehidov (3.2.5.1) 
3.2.6 Fermentacija pri znižani temperaturi za pripravo brezalkoholnega piva 
3.2.6.1 Fermentacija sladice pri znižani temperaturi  
Pred pričetkom fermentacije piva z nizko vsebnostjo  alkohola smo pripravili zakisano 
sladico z mlečnokislinsko bakterijo (MKB) Lactobacillus amylolyticus MB23 in s 
propionsko bakterijo (PKB) Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 
MB589 v bioreaktorjih Multifors. Zakisanje sladice je trajalo 74 ur z vključenim mešalom 
s hitrostjo 20 rpm. Zakisanje z MKB je potekalo pri 48 ºC, PKB pa pri 28 ºC. Zakisano 
sladico smo uporabili za uravnavanje pH sveže sladice, kot je prikazano na sliki 8. 
 
Slika 8: Postopek za pripravo gojišča iz sladice za CCF 
Fermentacija piva z nizko vsebnostjo  alkohola je potekala pri znižani temperaturi v 
bioreaktorju za alkoholno fermentacijo (Alcohol Fermentation Monitor, Applikon), ki z 
masnim pretokom meri produkcijo ogljikovega dioksida med fermentacijo. Da smo lahko 
dosegli temperaturo 0 ºC smo uporabili vodno kopel s priključenim hladilnim sistemom 
LAUDA T1200. Za preprečitev nastajanja ledu smo v vodno kopel dodali sredstvo proti 
zamrzovanju namenjeno za uporabo v prehrani. Postopek za izvedbo fermentacije pri 
znižani temperaturi smo zaradi primerljivosti rezultatov povzeli po prejšnji raziskavi 
hlapnih aldehidov (De Jong, 2016). Pred pričetkom fermentacije piva smo 500 ml 
steklenice s pripravljeno pivino priključili na AFM in ohladili na 0,5 ºC. Mešanje smo 
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nastavili na 200 rpm in ko smo dosegli želeno temperaturo, smo skozi vzorčno cevko 
inokulirali kvasovke do končne koncentracije 108 celic/ml, ki smo jo  preverili z aparaturo 
za ugotavljanje skupnega števila kvasovk- NucleoCounter. Po 24 urah smo zaključili 
fermentacijo in pripravili vzorce za kemijsko analizo hlapnih spojin (poglavje 3.2.5.1). 
Vzorce smo hranili v hladilniku pri 4 ºC do pričetka analiz. 
3.2.6.2 Fermentacija pri znižani temperaturi s pivino 
Kot pri prejšnjem poskusu smo najprej pripravili bioreaktorje s sterilno sladico z 
vsebnostjo ekstrakta 15 ºP. Sladico smo nato inokulirali z 50 ml PKB bakterijske kulture z 
108 celic/ml. Zakisanje je potekalo štiri dni pri temperaturi 28 ºC in 20 rpm. V naslednjem 
koraku smo odvzeli tri vzorce pivine in nato vsakemu uravnali vrednost pH na 4.2, kot je 
prikazano na Sliki 9. 
 
Slika 9: Postopek za pripravo hmeljenega gojišča za CCF 
PKB so nam pri izbrani temperaturi med fermentacijo proizvedle veliko EPS. Pred 
sterilizacijo skozi filter smo zato predhodno fermentirano sladico filtrirali skozi papirnati 
filter in nato centrifugirali 15 min na 3500 rpm in 4 ºC. Količino EPS smo tako nekoliko 
zmanjšali vendar še vedno ne dovolj za sterilizacijo skozi filter, zato smo v naslednjem 
koraku 250 ml centrifugiranega vzorca še enkrat centrifugirali s centrifugo Avanti na 
10.000 rpm 15 min in 5 ºC. S tem smo pridobili zakisano sladico z minimalno količino 
EPS, ki smo jo lahko nato sterilizirali skozi 0.2 µm filter in z njo uravnali pH pivine. Po 
končanem uravnavanju pH smo vse steklenice priklopili na AFM in jih ohladili na 0 ºC z 
mešanjem pri 150 rpm. Pred inokulacijo kvasa smo odvzeli 50 ml vzorca in ga pripravili za 
kemijske analize (poglavje 3.2.5.1). Kvasovke smo inokulirali skozi vzorčno cevko. 
Končna koncentracija kvasovk v steklenici je bila 107 celic/ml. Vzorce za analizo hlapnih 
aldehidov smo vzeli 24 ur po začetku CCF, vzorce za diacetil pa 24 in 46 ur po začetku 
CCF. Analize diacetila so izvedli v laboratoriju za nadzor kakovosti v Heineken-u 
Zoeterwoude. 
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3.2.7 Inhibicija bakterij z zakisano sladico 
3.2.7.1 Metoda s prelivom 
Mlečnokislinske bakterije smo za proizvodnjo inhibitorjev v sladici testirali na poltrdih 
gojiščih z metodo preliva. To smo izvedli tako, da smo pripravili sterilne plošče z gojiščem 
ter sterilno poltrdo gojišče s koncentracijo agarja 6-8 g/l. Na ploščo smo nacepili naš 
bakterijski sev, ki smo ga testirali za proizvodnjo inhibitorjev, v 9 ml poltrdega gojišča pa 
pri temperaturi 48 ºC nacepili 1 ml indikatorskega seva iz tekočega gojišča. Po inokulaciji 
smo poltrdo gojišče dobro premešali in razlili preko trdega gojišča.  
 
Slika 10: Priprava plošč s prelivom 
Najprej smo za trdo gojišče uporabili NBB-A in NBB-B z dodatkom agarja za poltrdo 
gojišče. Za testni sev smo uporabili L. amylolyticus MB23, ki smo ga pred tem inkubirali 
na NBB-A plošči 48 ur anaerobno. Anaerobna inkubacija je potekala v anaerobnih loncih. 
Indikatorski sev L. sakei MB120 smo prav tako pred tem inkubirali 48 ur v NBB-B gojišču 
pri 28 ºC. Po dveh dneh smo plošče s kolonijami L. amylolyticus prelili s poltrdim 
gojiščem inokuliranim  s sevom  L. sakei. Poltrdo gojišče je vsebovalo 107 celic/ml. Plošče 
z vmešano kulturo smo nato inkubirali anaerobno še štiri dni pri 28 ºC. Za kontrolo smo 
uporabili sterilne NBB-A plošče z vmešano kulturo.  
Poskus smo nato ponovili z gojiščem iz sladice z vsebnostjo ekstrakta 15 ºPlato. Sladici 
smo najprej odstranili denaturirane proteine, ji dodali 15 g/l agarja za trdo gojišče in 6 g/l 
za poltrdo, ter sterilizirali. Bakterijski sev L. amylolyticus smo nacepili na tako pripravljene 
plošče in inkubirali 48 ur pri 48 ºC, anaerobno. Za inokulacijo poltrdega gojišča smo 
uporabili bakterijski sev L. sakei, ki smo ga inkubirali v sladici brez dodanega agarja 48 ur 
pri 28 ºC. Poltrdo gojišče s koncentracijo 107 celic/ml smo prelili preko trdega gojišča in 
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inkubirali anaerobno še štiri dni pri 28 ºC. Za kontrolo smo uporabili sterilne plošče z 
gojiščem iz sladice. 
Za zmanjšanje vpliva znižanja vrednosti pH gojišča, smo pripravili tudi plošče iz sladice z 
dodanim pufrom. Sladici smo uravnali vrednost pH na 6.3, dodali 5 % fosfatnega pufra in 
15 g/l agarja, jo sterilizirali in razlili na plošče. Za poltrdo gojišče smo sladici s pufrom 
dodali 6 g/l agarja.  
3.2.7.2 Difuzijska metoda 
Za ugotavljanje prisotnosti inhibitornih učinkovin v fermentirani sladici, smo uporabili tudi 
difuzijsko metodo. 
Pri tej metodi smo za gojišče uporabili sladico z vsebnostjo ekstrakta 15 ºPlato. Po 
odstranitvi denaturiranih proteinov smo dodali 7 g/l agarja in sterilizirali. Za indikatorski 
sev smo uporabili L. sakei MB120, ki smo ga pred uporabo inkubirali v tekočem gojišču iz 
sladice. Inokulacija poltrdega gojišča je potekala pri temperaturi 48 ºC. Za inokulacijo 18 
ml poltrdega gojišča smo uporabili 2 ml indikatorskega seva s končno koncentracijo 103 
celic/ml v poltrdem gojišču. Na strjeno gojišče smo nato točkovno nacepili L. amylolyticus 
MB23 in štiri različne seve L. brevis (MB124, MB449, MB556 in MB576). Prav tako smo 
na gojišče dodali celulozni disk namočen v 10 % raztopino mlečne kisline. Plošče smo 
inkubirali v anaerobnih loncih štiri dni pri 28 ºC.  
Kot pri metodi s prelivom smo tudi tukaj naredili plošče z dodatkom 5 % fosfatnega pufra 
za preverjanje vpliva vrednosti pH na rast bakterij.  
 
Slika 11: Priprava plošč za difuzijsko metodo 
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3.2.7.3 Vpliv zakisanja sladice na rast mlečnokislinskih bakterij 
Pri tem poskusu smo preverili inhibitorne lastnosti pivine, katere vrednost pH smo uravnali 
z zakisano sladico. V ta namen smo najprej uravnali vsebnost ekstrakta sladice in pivine na 
15 ºPlato. Sladico smo v posodi bioreaktorja sterilizirali in nato inokulirali z L. 
amylolyticus MB23 in P. freudenreichii subsp. freudenreichii (MB589). Zakisanje je 
potekalo anaerobno 48 ur s hitrostjo mešanja 20 rpm pri temperaturi 48 ºC za MKB in 32 
ºC za PKB. Zakisano sladico smo nato uporabili za uravnavanje pH pivine na vrednost 4,3, 
kot je prikazano na Sliki 12. Ko smo uravnali vrednost pH, smo našemu gojišču iz pivine 
dodali 15 g/l agarja, ga sterilizirali in razlili na plošče. Kot kontrolo smo uporabili pivino, 
kjer smo pH znižali z dodatkom 10 % mlečne kisline in 2M HCl. 
 
Slika 12: Shematski prikaz uravnavanja vrednosti pH pivine za testiranje vpliva biološkega zakisanja 
na rast MKB 
Na tako pripravljene plošče smo iz plošč sladice precepili čisto kolonijo sevov L. casei 
MB578, L. helveticus MB582, L. plantarum MB583, L. sakei MB120 in štiri seve  L. 
brevis, (MB124, MB449, MB556 in MB576). Vse plošče smo pripravili v duplikatu in 
nato anaerobno inkubirali pri 28 ºC sedem dni.  
3.2.7.4 Kinetika rasti na mikrotitrskih ploščah 
S pomočjo mikrotitrskih plošč in večnamenskega čitalca smo spremljali spremembo 
optične gostote v zakisani sladici. V ta namen smo pripravili sladico z vsebnostjo ekstrakta 
15 ºPlato in ji uravnali vrednost pH na 4,2, pri čemer smo uporabili zakisano sladico, 
pripravljeno s sevom L. amylolyticus (MB23). Pri kontroli smo za uravnavanje vrednosti 
pH uporabili 2M HCl. Nato smo obe tako pripravljeni gojišči centrifugirali na 3500 rpm in 
supernatant sterilizirali s filtracijo. Po sterilizaciji smo 180 µl sterilnega gojišča 
odpipetirali v mikrotitrsko ploščo z 96 vdolbinami. Inhibicijo rasti smo preverjali na sevih 
L. brevis (MB124, MB449 in MB556) ter z indikatorskim sevom L. sakei. Prav tako smo 
za vsak sev naredili serijo redčitev z najvišjo koncentracijo 107 celic/vdolbino in najnižjo 
102 celic/vdolbino. Mikrotitrsko ploščo smo inkubirali pri 28 ºC in štiri dni merili OD pri 
600 nm vsako uro. Za analize smo uporabili napredni večnamenski čitalec mikrotitrskih 
plošč Varioskan Flash. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 BIOLOŠKO ZAKISANJE SLADICE Z MLEČNOKISLINSKIMI 
BAKTERIJAMI 
Z biološkim zakisanjem sladice smo raziskovali nove načine za zmanjšanje hlapnih 
aldehidov v brezalkoholnih pivih. Iz literature je že znano, da fermentacija s kvasovkami 
pri znižani temperaturi zniža koncentracijo hlapnih aldehidov (Perpète in Collin, 1999), 
vendar ne dovolj, saj so v končnem produktu še vedno nad pragom zaznave. Predpostavili 
smo, da v kolikor kvasovke asimilirajo te aldehide, ali pa se le-ti vežejo na celično steno 
kvasovk, lahko podobno lastnost izraža tudi kakšen drug mikroorganizem.  
4.1.1 Zakisanje sladice s komercialnimi sevi mlečnokislinskih bakterij 
Najprimernejši mikroorganizem za uporabo v pivovarstvu so poleg kvasovk 
mlečnokislinske bakterije. Te bakterije so že dolgo poznane v pivovarstvu, prav tako pa je 
tudi dobro raziskan njihov vpliv na celoten proces (Vaughan in sod., 2005). Prav zaradi 
tega smo testirali kakšen vpliv imajo komercialni sevi mlečnokislinskih bakterij na 
zakisanje pivske sladice. Na podlagi količine diacetila, ki ga proizvedejo in drugih hlapnih 
spojin, predvsem hlapnih aldehidov, smo izbrali pet komercialnih sevov mlečnokislinskih 
bakterij, ki smo jih v nadaljevanju uporabili za zakisanje sladice. Naši rezultati dokazujejo 
(slika 13), da smo z vsemi izbranimi sevi znižali koncentracijo vseh treh pomembnih 
hlapnih aldehidov. Metional je pri treh sevih še vedno ostal nad pragom zaznave medtem 
ko sta seva Lactobacillus (para)casei MB598 in Lactobacillus ex. SBIFIDUS BATL-RAM 
MB602, uspela znižati koncentracijo pod prag zaznave. Kljub temu pa sta ta dva seva 
proizvajala visoke koncentracije diacetila (>110 ppb), podrobnejši podatki v Prilogi A. 
Diacetil v pivu ni zaželena spojina in spada med napake piva, zato smo zakisanje s 
komercialnimi sevi opustili.  
 
 Slika 13: Vpliv komercialnih sevov MKB na hlapne aldehide 
Kožuh M. Vpliv mlečnokislinskih in propionskih bakterij s protimikrobnim delovanjem na kakovost brezalkoholnega piva. 




4.1.2 Dinamika zakisanja sladice s sevom Lactobacillus amylolyticus MB23 
Med izbranimi bakterijskimi sevi je bila za zakisanje pivske sladice najprimernejša 
mlečnokislinska bakterija L. amylolyticus MB23 (Alia, neobjavljeni rezultati). Prednost te 
vrste je, da je naravno prisotna na ječmenu, ne raste pa v prisotnosti izo-α-kislin iz hmelja 
in proizvaja nizke koncentracije diacetila (Bohak in sod., 1998). Prav tako sodi med 
termofilne bakterije s temperaturnim optimumom med 45 in 48 ºC (Bohak in sod., 1998). 
Zato zakisanje sladice pri tej temperaturi močno zmanjša možnost kontaminacije z drugimi 
mikroorganizmi, saj večina kvarljivcev v pivovarstvu sodi med mezofile. Pri temperaturi 
okoli 48 ºC so aktivni tudi encimi za razgradnjo β-glukanov in proteinov. Posledica 
zakisanja med drozganjem je pospešena filtracija drozge in povišana koncentracija 
prostega aminokislinskega dušika (FAN). FAN kasneje med fermentacijo vpliva na rast 
kvasovk, pri končnem proizvodu - pivu pa na stabilnost pene in motnost (D P Lowe in 
sod., 2004a). Za zadovoljivo rast kvasnih celic mora sladica vsebovati med 200 in 250 
mg/l FAN (Hutzler, 2015). Poleg naštetega ima zakisanje pomemben vpliv tudi na aromo 
končnega produkta. Izrazil naj bi se bolj poln okus s prijetno grenkobo in svežim 
karakterjem (Back in Pittner, 1993, povzeto po Lowe in sod., 2004a). 
 
Slika 14: Koncentracije hlapnih aldehidov ob zakisanju sladice s sevom Lactobacillus. amylolyticus 
MB23 
Vpliv zakisanja sladice s sevom L. amylolyticus MB23 na hlapne aldehide je prikazan na 
sliki 14. Prikazani so trije aldehidi, ki imajo znatni vpliv na aromo piva (Baert in sod., 
2012), podrobnejša analiza je vključena v prilogi B. Razlika v koncentraciji 3-
metilbutanala in metionala med sladico in kontrolo, je verjetno posledica formiranja 
kompleksnih molekul z drugimi spojinami. Podobna opažanja sta opisala tudi Perpete in 
Kožuh M. Vpliv mlečnokislinskih in propionskih bakterij s protimikrobnim delovanjem na kakovost brezalkoholnega piva. 




Collin, pri čemer sta to pripisala posledici vezave aldehidov z aminokislinami ali proteini 
sladice (Perpète in Collin, 1999).  
4.2 ZAKISANJE SLADICE S SEVOM Lactobacillus amylolyticus MB23 V 
BIOREAKTORJU 
Ker so MKB uspešno zmanjšale hlapne aldehide, smo se odločili da nadaljujemo z 
optimizacijo gojenja L. amylolyticus MB23 v bioreaktorju z namenom zakisanja sladice. 
Prednost gojenja v bioreaktorju je natančno nadzorovanje parametrov pred in med 
zakisanjem. Poleg optimizacije gojenja smo merili tudi živost bakterij, saj so ti podatki 
pomembni v primeru, da bodo v pivovarni zakisano sladico shranjevali dlje časa. Prav tako 
smo preverili vpliv različnih temperatur med shranjevanjem zakisane sladice na živost 
bakterijskih celic. V ta namen smo najprej pripravili dve zakisani sladici z izbranim sevom, 
od katerih smo med potekom zakisanja prvi uravnavali vrednost pH, drugi pa ne. Zakisanje 
brez uravnavanja pH je bilo zaključeno v 48 urah, ko je zakisana sladica dosegla končni 
pH 3,38. Končni pH v zakisani sladici je skladen s prvotnim opisom vrste L. amylolyticus, 
kjer prav tako niso opazili rasti pod pH 3,5 (Bohak in sod., 1998). Zakisanje z 
uravnavanjem vrednosti pH na 4, smo zaključili po sedmih dneh. Ker ni bilo več porabe 
baze, smo sklepali, da se je ustavila proizvodnja mlečne kisline in s tem tudi naš proces. 
Zakisano sladico smo v obeh primerih prečrpali v sterilne 250 ml infuzijske steklenice in 
jih inkubirali pri 4 ºC, sobni temperaturi in pri 48 ºC. Živost celic smo merili s pretočnim 
citometrom Bactiflow (slika 15) v različnih časovnih intervalih. 
 
Slika 15: Živost seva L. amylolyticus MB23 v zakisani sladici z uravnavano vrednostjo pH pri različnih 
temperaturah in v časovnih intervalih 
Po končanem zakisanju smo imeli z uravnavanjem pH v zakisani sladici manj živih celic, 
kot pri zakisanju brez uravnavanja pH, kar je najverjetneje posledica časovno daljšega 
procesa. Bakterije so bile po sedmih dneh zakisanja že v fazi odmiranja. Ko smo zakisano 
Kožuh M. Vpliv mlečnokislinskih in propionskih bakterij s protimikrobnim delovanjem na kakovost brezalkoholnega piva. 




sladico hranili pri 4 ºC in sobni temperaturi, nismo opazili znatne razlike med živostjo celic 
po enajstih dneh. Rezultati, ki smo jih dobili so bili skladni s prejšnjimi ugotovitvami za 
izbrani sev (Alia, 2016). Pri zakisani sladici, ki smo jo inkubirali pri temperaturi 48 ºC, 
smo po treh dneh opazili znaten upad števila celic. Po sedmih dneh inkubacije nismo več 
zaznali živih celic s pretočnim citometrom, prav tako ni bilo rasti na NBB-A ploščah. Na 
zmanjšanje števila bakterijskih celic je najverjetneje vplivala visoka temperatura 
inkubacije v kombinaciji z mlečno kislino. Mlečna kislina lahko v nedisociirani obliki 
prehaja skozi celično steno in moti normalno delovanje celic (Stratford in Eklund, 2003). 
Zakisanje sladice brez uravnavanja pH je bilo ustavljeno po 48 urah z bakterijsko kulturo v 
pozni eksponentni/stacionarni fazi rasti. Zaradi mlajše bakterijske kulture je bila živost 
celic višja v sladici po končanem procesu, kot pri sladici z uravnavanjem pH. Tudi pri tem 
poskusu smo zasledili odmiranje celic v zakisani sladici, če smo jo inkubirali pri 48 ºC, saj 
po sedmih dneh nismo več zaznali živih celic s pretočnim citometrom in to potrdili tudi z 
nacepljanjem na NBB-A ploščah. Tudi v tem primeru je najverjetneje visoka temperatura v 
kombinaciji z nizkim pH in mlečno kislino ustvarila neprimerno okolje za naš izbrani sev. 
Živost celic se kot pričakovano ni spreminjala med 15 dnevno inkubacijo niti pri 4 ºC, niti 
pri sobni temperaturi. Živost bakterijskih celic pri sobni temperaturi je pomembna 
predvsem z ekonomskega vidika, saj za shranjevanje zakisane sladice pri sobni temperaturi 
porabimo manj energije, kot pri shranjevanju pri 4 ºC ali 48 ºC. 
 
Slika 16: Živost seva L. amylolyticus v zakisani sladici brez pH regulacije pri različnih temperaturah 
4.2.1 Optimizacija produkcije mlečne kisline 
V nadaljevanju smo v okviru optimizacije in produkcije mlečne kisline,  regulacijo pH ene 
posode nastavili na 4, druge posode pa na 3,5. S tem smo želeli preveriti, ali nam bakterije 
proizvedejo več mlečne kisline kot pri zakisanju brez regulacije pH, ker nizek pH inhibira 
rast celic (Bohak in sod., 1998). Zakisanje smo v obeh posodah zaključili po 52 urah. Ker 
Kožuh M. Vpliv mlečnokislinskih in propionskih bakterij s protimikrobnim delovanjem na kakovost brezalkoholnega piva. 




smo inokulirali posodi z večjim inokulumom (5 %) kot pri prejšnjih poskusih (2,5 %), sta 
fermentaciji potekali hitreje. Tako nam je pH v 7,5 urah iz začetne vrednosti 5 padel na 4 
in v 11 urah iz začetne vrednosti 5 na pH 3.5. Glede na porabo baze smo sklepali, da se je 
v posodi bioreaktorja, kjer smo vrednost pH uravnavali na 3,5 produkcija mlečne kisline 
ustavila po 36 urah, v posodi s pH 4 pa je mlečna kislina počasi nastajala še po 52 urah 
zakisanja. Pri tem poskusu smo koncentracijo produkta izmerili z encimskim testom za 
določanje mlečne kisline (poglavje 3.2.5.2). Koncentracija mlečne kisline, ki smo jo dobili 
v posameznem bioreaktorju je prikazana na sliki 17. 
 
Slika 17: Produkcija mlečne kisline pri različnih vrednostih pH 
Ker mlečna kislina obstaja v obliki dveh izomerov, je pomembno v kakšnem razmerju jih 
bakterije proizvajajo, saj ima L-izomera višjo protimikrobno aktivnost kot D-izomera 
(Fayol-Messaoudi in sod., 2005). Iz literature smo pričakovali, da bo naš sev med 
fermentacijo proizvedel racematno mešanico obeh izomerov (Akao in sod., 2007). Pri 
nižjem pH smo res dobili racematno mešanico izomerov mlečne kisline, medtem ko smo 
pri višji vrednosti pH dobili več L-mlečne kisline.  
Pri zakisanju sladice z vsebnostjo ekstrakta 12 ºPlato smo lahko proizvedli približno 10 g/l 
mlečne kisline, medtem ko smo pri zakisanju z uravnavanjem pH lahko dosegli 18 g/l 
mlečne kisline. Ker smo z uravnavanjem pH držali vrednost le-tega nad pKa mlečne 
kisline, smo imeli v sladici večji delež laktata, ki je za celice manj toksičen, zato je naš 
bakterijski sev lahko proizvedel višjo koncentracijo mlečne kisline kot pri nižjem pH. 
Poleg vpliva pH, smo preverili tudi vpliv vsebnosti ekstrakta sladice na produkcijo mlečne 
kisline. Zato smo pri naslednjem bioprocesu zakisanja vsebnost ekstrakta uravnali na 15 
ºPlato. Zaradi hitrejšega zakisanja, ki smo ga opazili v prejšnjem poskusu, smo v vsako 
posodo dodali 5 % inokulum. Z analizo podatkov, ki smo jih pridobili iz zakisanja z 
Kožuh M. Vpliv mlečnokislinskih in propionskih bakterij s protimikrobnim delovanjem na kakovost brezalkoholnega piva. 




uravnavanjem pH, smo se odločili, da ni bistvene razlike v produkciji mlečne kisline med 
zakisanjem z uravnavanjem pH na 3,5 in brez uravnavanja pH. Na podlagi teh ugotovitev, 
smo pri tem poskusu eno posodo pustili brez uravnavanja pH, v drugi posodi pa smo 
uravnali pH na 4. V obeh posodah smo prvih 8 ur vsako uro odvzeli vzorec za določitev 
koncentracije mlečne kisline z encimskim testom (poglavje 3.2.5.2). Zakisanje je potekalo 
hitro, saj smo po 24 urah v posodi brez uravnavanja pH dosegli končno vrednost 3,03, kar 
je nižje kot so opazili Bohak in sod. (Bohak in sod., 1998), ko so opisovali lastnosti vrste 
L. amylolyticus. Oba procesa smo zato zaključili po 24 urah in odvzeli še vzorec za analizo 
nastale mlečne kisline. Koncentracija nastale mlečne kisline pri procesu brez pH 
uravnavanja je prikazana na sliki 18.  
 
Slika 18: Produkcija mlečne kisline s sevom Lactobacillus amylolyticus MB23 brez uravnavanja 
vrednosti pH sladice z vsebnostjo ekstrakta 15 °P 
Koncentraciji mlečne kisline na koncu bioprocesa brez uravnavanja in z uravnavanjem pH 
na 3,5 sta bili primerljivi. Pri obeh procesih smo dobili končno koncentracijo okoli 10 g/l. 
Razliko smo opazili le pri bioprocesu, pri katerem smo uravnavali pH na vrednost 4, saj 
smo v sladici z višjo vsebnostjo ekstrakta uspeli pridobiti več mlečne kisline (slika 19). Po 
24 urah smo tako izmerili nekoliko več kot 25 g/l mlečne kisline. Prav tako sta bila oba 
izomera mlečne kisline v podobni koncentraciji, kar je skladno z literaturo (Akao in sod., 
2007). Sladica je dober substrat za rast bakterij in produkcijo mlečne kisline, saj vsebuje 
enostavne sladkorje, ki so bakterijam lahko dostopni. Naše rezultate smo primerjali tudi s 
člankom, kjer so merili produkcijo mlečne kisline v kompleksnejšem substratu. Akao in 
sodelavci (2007) so v gospodinjskih odpadkih pod nesterilnimi pogoji pri 50 °C in pH 5,5 
šele v približno 150 urah uspeli  pridobiti okoli 40 g/l mlečne kisline z mešano kulturo 
Lactobacillus amylolyticus in Bacillus coagulans, medtem ko je prve tri dni koncentracija 
bila pod 10 g/l. 
Kožuh M. Vpliv mlečnokislinskih in propionskih bakterij s protimikrobnim delovanjem na kakovost brezalkoholnega piva. 





Slika 19: Produkcija mlečne kisline s sevom L. amylolyticus MB23 z uravnavanjem vrednosti pH 
sladice z višjo vsebnostjo ekstrakta 
Pri obeh bioprocesih je bilo potrebno približno pet ur, da je sev zakisal sladico na vrednost 
pH 3,9. Produkcija mlečne kisline je do takrat bila manj kot 1 g/l. Po osmih urah in pol je 
pH v bioreaktorju brez uravnavanja pH dosegel 3,42. Koncentracija mlečne kisline je v 
tem času dosegla 4 g/l, kar je primerljivo z bioreaktorjem, v katerem smo uravnavali pH. Iz 
analize rezultatov lahko sklepamo, da višja vsebnost ekstrakta poveča produkcijo mlečne 
kisline in da je najverjetneje nizek pH limitirajoči dejavnik pri proizvodnji mlečne kisline. 
Rezultati so primerljivi s tistimi, ki so jih pridobili Bohak in sod. (1998), kjer jim je uspelo 
pridobiti med 0,9 – 1,7 % mlečne kisline v času od 24 do 48 ur. Prav tako so opazili, da se 
koncentracija povečuje s povišano vsebnostjo ekstrakta v sladici (Bohak in sod., 1998). 
V bioreaktorju smo poleg standardne sladice Heineken za zakisanje uporabili tudi sladico 
za pripravo brezalkoholnega piva. Proces drozganja za piva z znižano vsebnostjo alkohola 
in brezalkoholna piva se nekoliko razlikuje od tistega za pripravo standardnega piva 
Heineken. Sladica za pripravo brezalkoholnega piva nam je zato služila za primerjavo 
hlapnih aldehidov s standardnim vzorcem sladice. Kljub nekoliko drugačnemu 
tehnološkemu postopku priprave se koncentracija hlapnih aldehidov v sladici za pripravo 
brezalkoholnega ni bistveno razlikovala od tiste za pripravo standardnega piva Heineken. 
Obe sladici smo vzorčili po drozganju in uravnali vsebnost ekstrakta na 15 ºPlato. Skupna 
koncentracija 2-metilbutanala, 3-metilbutanala in metionala pri sladici za brezalkoholno 
pivo je znašala 502 µg/l, medtem ko je bila  687 µg/l v sladici za Heineken pivo. 
Podrobnejši podatki so v prilogi C.  
Kožuh M. Vpliv mlečnokislinskih in propionskih bakterij s protimikrobnim delovanjem na kakovost brezalkoholnega piva. 






Kot smo predvidevali se je koncentracija hlapnih aldehidov pri zakisanju sladice za 
pripravo brezalkoholnega piva prav tako znižala kot pri standardni Heineken sladici. 
Primerljive rezultate so pridobili tudi pri drugi raziskavi, kjer so raziskovali vpliv kvasovk 
na zmanjšanje hlapnih aldehidov (De Jong, 2016).    
 
4.3 ZAKISANJE SLADICE S PROPIONSKIMI BAKTERIJAMI 
Študije, ki vključujejo propionske bakterije (PKB) so največkrat v povezavi z mlekom oz. 
sirom. Med iskanjem po literaturi nismo zasledili nobenega primera uporabe teh bakterij v 
pivovarstvu. Za postopek zakisanja s PKB smo najprej v literaturi poiskali njihov 
temperaturni optimum. Različni avtorji so uporabili različne temperature med 21 in 37 ºC 
(Emde in Schink, 1990; Lee in Vedamuthu, 1970; Thierry in sod., 2002), zato smo se 
odločili, da naše poskuse izvedemo pri 28 ºC. Vendar nam je ob zakisanju sladice pri 28 ºC 
izbrani sev Propionibacterium freuderenreichii MB589 proizvedel velike količine 
zunajceličnih polimernih substanc (EPS) in diacetila (>110 µg/l), kar ni primerno za 
proizvodnjo piva. Kljub temu smo zakisano sladico, ki smo jo inkubirali pri 28 ºC, 
analizirali na prisotnost hlapnih aldehidov (slika 19).  
Slika 20: Koncentracije hlapnih aldehidov ob zakisanju sladice za pripravo brezalkoholnega piva s 
sevom Lactobacillus amylolyticus MB23 
Kožuh M. Vpliv mlečnokislinskih in propionskih bakterij s protimikrobnim delovanjem na kakovost brezalkoholnega piva. 







4.4 FERMENTACIJA PRI ZNIŽANI TEMPERATURI ZA PROIZVODNJO 
BREZALKOHOLNEGA PIVA 
 
Z nadaljevanjem poskusov smo kombinacijo zakisanja, ki mu sledi fermentacija pri znižani 
temperaturi za proizvodnjo brezalkoholnega piva,  uporabili za razumevanje mehanizmov 
za zmanjšanje hlapnih aldehidov. V ta namen smo zakisali sladico z dvema bakterijskima 
sevoma, Lactobacillus amylolyticus MB23 in Propionibacterium freudenreichii subsp. 
freudenreichii MB 589. Zakisano sladico smo nato uporabili za fermentacijo pri znižani 
temperaturi (CCF). Parametre gojenja našega seva PKB smo povzeli na podlagi 
priporočenih temperatur (poglavje 4.2) in vrednosti pH iz literature. 
4.4.1 Fermentacija sladice pri znižani temperaturi z dodatkom sladice, zakisane 
s sevom Lactobacillus. amylolyticus MB23  
Za fermentacije pri znižani temperaturi smo uporabili standardno sladico Heineken. Za to 
smo se odločili na podlagi analiz hlapnih aldehidov, ki smo jih pridobili v poglavju 3.2.5.5 
in pri katerih ni bilo razlik med sladicami pripravljenimi z različnim načini drozganja. V 
prvem koraku smo pripravili zakisano sladico s sevom L. amylolyticus MB23, ki smo jo 
nato uporabili za uravnavanje vrednosti pH sterilni sladici. Uporabili smo enak postopek 
kot ga uporabljajo za pripravo brezalkoholnega piva s postopkom CCF (HEINEKEN, 
2014), s to razliko, da smo uravnali pH sladice z zakisano sladico namesto s kislino. Na ta 
način so bakterije v sladici za CCF še vedno bile prisotne, ampak zaradi nizke temperature 
Slika 21: Koncentracije hlapnih aldehidov ob zakisanju sladice s sevom Propionibacterium 
freuderenreichii (MB589) 
Kožuh M. Vpliv mlečnokislinskih in propionskih bakterij s protimikrobnim delovanjem na kakovost brezalkoholnega piva. 




niso bile metabolno aktivne (Bohak in sod., 1998). Za kontrolo smo uporabili standardni 
postopek CCF z dodatkom 2M HCl. 
 
 
S fermentacijo pri znižani temperaturi smo uspeli znižati koncentracijo hlapnih aldehidov, 
k čimer pa ni pripomogel dodatek zakisane sladice z MKB, saj smo po končani CCF dobili 
podobne rezultate kot pri kontroli. Iz tega sklepamo, da se ti aldehidi ne vežejo na celično 
steno mikroorganizmov, temveč jih celice asimilirajo in zato za zmanjšanje koncentracije 
teh aldehidov v sladici potrebujemo metabolno aktivne celice. V našem primeru z uporabo 
zakisane sladice pri temperaturi nižji od 20 °C nismo imeli aktivnih mlečnokislinskih 
bakterij. Znižanje hlapnih aldehidov je bila torej posledica prisotnosti kvasovk, s čimer 
smo tudi potrdili prejšnje poskuse (De Jong, 2016).  
4.4.2 Fermentacija pivine pri znižani temperaturi z dodatkom sladice, zakisane s 
sevom Propionibacterium freudenreichii subsp. freudereichii MB 589 
Poskus smo ponovili z uporabo zakisane sladice s sevom propionske bakterije 
Propionibacterium freudenreichii subsp. freudereichii MB 589. Pri uporabi zakisane 
sladice s PKB se je koncentracija hlapnih aldehidov razlikovala od kontrole. Kot je 
prikazano na sliki 23, je prišlo do znižanja koncentracije hlapnih aldehidov takoj po 
uravnavanju vrednosti pH z zakisano sladico s PKB in to še pred dodatkom kvasovk. Ker 
smo vzorec odvzeli takoj po uravnavanju vrednosti pH pivine, smo lahko izključili vpliv 
metabolizma PKB na znižanje koncentracij hlapnih aldehidov.  
Slika 22: Koncentracije hlapnih aldehidov pri fermentaciji pri znižani temperaturi z dodatkom 
zakisane sladice s sevom Lactobacillus amylolyticus MB23 
Kožuh M. Vpliv mlečnokislinskih in propionskih bakterij s protimikrobnim delovanjem na kakovost brezalkoholnega piva. 





Čeprav smo dosegli znižanje koncentracij aldehidov še pred dodatkom kvasovk, dodatek 
le-teh ni znatno vplival na spremembe koncentracij hlapnih aldehidov. Tega nismo 
pričakovali, saj je to pomenilo, da je prišlo do kemijske vezave hlapnih aldehidov na 
eksopolisaharide PKB. Da bi to preverili, smo za naslednji poskus celice PKB z njihovimi 
eksopolisaharidi odstranili s centrifugiranjem in filtracijo skozi 0,2 µm filter. 
 
4.4.3 Fermentacija pivine pri znižani temperaturi z dodatkom filtrirane sladice, 
zakisane s PKB  
Za uporabo pivine smo se odločili, ker jo uporabljajo za proizvodnjo brezalkoholnega piva 
ter zaradi nekoliko nižje začetne koncentracije hlapnih aldehidov (priloga C). Ker je naš 
bakterijski sev občutljiv na hmeljne spojine, smo zakisanje s PKB še vedno izvedli v 
sladici. Med zakisanjem sladice je naš sev Propionibacterium freudenreichii subsp. 
freudenreichii MB589 proizvedel višje koncentracije diacetila, kot jih je bilo mogoče 
določiti z meritvami. Najvišja koncentracija diacetila, ki smo jo lahko izmerili z našo 
metodo, je bila 110 µg/l. Ker smo v pivino prenesli le okoli 10 % zakisane sladice smo s 
tem sorazmerno razredčili diacetil. To nam je omogočilo, da smo spremembe diacetila 
merili tudi med potekom CCF.  
  
Slika 23: Koncentracije hlapnih aldehidov pri fermentaciji pri znižani temperaturi s sladico z 
dodatkom zakisane sladice s sevom Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii MB589 
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Preglednica 4: Spremembe v koncentraciji diacetila med fermentacijo pri znižani temperaturi 
 Koncentracija diacetila 
 Pred CCF Po 24 urah Po 46 urah 
Pivina 35,0   
Pivina z zakisano sladico s PKB 84,6 69,7 61,2 





Kontrola 38,4 8,5 8,6 
 Vrednosti so podane v μg/l 
 
V našem vzorcu pivine je bila koncentracija diacetila že nad pragom zaznave, ki je 17 μg/l 
(Saison in sod., 2009). Z dodatkom zakisane sladice smo koncentracijo diacetila še 
povečali, medtem ko dodatek sterilne zakisane sladice ni bistveno vplival na spremembo 
koncentracije diacetila. V sladici z bakterijami se je po 24 urah koncentracija diacetila 
znižala, vendar je še vedno ostala nad pragom zaznave tudi po 46 urah CCF.  
 
 
S sterilizacijo zakisane sladice s filtracijo smo poleg bakterijskih celic odstranili tudi EPS. 
Z uporabo tako pripravljene sladice za CCF je bila sprememba hlapnih aldehidov podobna 
kot pri kontroli (slika 25), kar je bilo v skladu z našimi pričakovanji. 
Slika 24: Fermentacija pri znižani temperaturi z dodatkom sterilne zakisane sladice s propionskimi 
bakterijami 
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Pri uporabi zakisane sladice za CCF smo takoj ob dodatku pivini znižali koncentracijo 
hlapnih aldehidov. V povezavi z rezultati s sterilno sladico smo zato lahko sklepali, da se 
hlapni aldehidi vežejo na bakterijske celice ali EPS. Metabolizem bakterijskih celic smo 
lahko izključili zaradi kratkega kontaktnega časa med celicami in pivino ter zaradi 
prisotnosti α-kislin iz hmelja, ki so toksične za naš sev. Dodatek kvasa in CCF nista znatno 
vplivala na znižanje koncentracij aldehidov.  
Da bi določili ali gre za vezavo hlapnih aldehidov na celično steno PKB, bi v nadaljevanju 
dela morali zakisati sladico z izbranim sevom pri višji temperaturi, kjer sev proizvede manj 
EPSa. Prav tako bi morali določiti sestavo EPS za razlago interakcije EPSa s hlapnimi 
aldehidi in aminokislinsko sestavo sladice, s čimer bi potrdili rezultate Perpete in Collin 
(1999), ki sta predpostavila, da se hlapni aldehidi vežejo z aminokislinami, s čemer sta pri 
20 °C uspela zmanjšati koncentracijo aldehidov do 35 % začetne vrednosti. V literaturi 
smo zasledili, da je EPS pri P. freudenreichii sestavljen iz D-glukoze, D-manoze in D-
glukuronske kisline v molarnem razmerju 2:2:1 (Dobruchowska in sod., 2008), vendar iz 
tega nismo predvideli možnih interakcij. 
 
  
Slika 25: CCF s pivino in zakisano sladico s propionskimi bakterijami 
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4.5 INHIBICIJA BAKTERIJ Z ZAKISANO SLADICO 
Zakisano sladico s sevom L. amylolyticus MB23 smo testirali, če deluje inhibitorno na 
različne kvarljivce piva. V ta namen smo uporabili metodo preliva, difuzijsko metodo, 
opazovali rast na ploščah in določali kinetiko rasti v mikrotitrskih ploščah.  
4.5.1 Metoda s prelivom 
Z metodo preliva smo preizkusili prvo hipotezo, da testni sev L. amylolyticus MB23 med 
zakisanjem v sladici proizvaja spojine, ki inhibirajo rast drugih bakterij (Vandenbergh, 
1993). V ta namen smo na ploščo najprej točkovno nacepili naš sev L. amylolyticus in ga 
nato inkubirali, da smo dobili dovolj velike kolonije. Nato smo naredili preliv z 
indikatorskim sevom L. sakei MB120, ki smo ga v laboratoriju izbrali med pregledom 
bakterijskih kultur (neobjavljeni rezultati). Po dveh dneh smo zasledili rast našega 
indikatorskega seva L. sakei MB120 in opazovali cono inhibicije okoli kolonij testnega 
seva, ki je postajala izrazitejša do četrtega dne in nato počasi pričela izginjati. Da bi 
preverili ali sestava gojišča vpliva na pojav inhibicijske cone smo v naslednjem poskusu 
pripravili gojišče iz pivske sladice. Z enakim postopkom kot s prejšnjim gojiščem smo tudi 
na ploščah s sladico dobili cono inhibicije, ki pa je bila slabše vidna kot na NBB-A 
ploščah.  
Da bi zmanjšali vpliv nizke vrednosti pH na rast bakterij, smo gojišču dvignili pH na 6.3 in 
dodali fosfatni pufer. Optimalni pH za rast našega testnega seva je med 5 in 5.5 z 
upočasnjeno rastjo pri pH nad zgornjo mejo optimuma. Iz prejšnjih študij naše bakterije na 
gojišču s pH nad 6 niso zaznali rasti (Bohak in sod., 1998). V našem primeru je na gojišču 
z vrednostjo pH 6.3 bakterija še vedno rastla, vendar smo morali inkubacijski čas 
podaljšati za dva dni. Po dodatku indikatorske kulture smo plošče inkubirali še nadaljnje 
štiri dni. V tem primeru cone inhibicije ni bilo več mogoče zaslediti.   
4.5.2 Difuzijska metoda 
Z uporabo difuzijske metode smo dodatno preverili rezultate, ki smo jih dobili z metodo 
preliva. Za to metodo smo se odločili, ker je hitrejša in cona inhibicije bolje vidna. Ker je 
naš testni sev pri 28 ºC rasel počasneje od indikatorskega seva smo zmanjšali inokulum. 
Končna koncentracija bakterije v poltrdem gojišču je znašala 103 celic/ml. Na ploščah smo 
po inkubaciji zasledili cono inhibicije, vendar je bila manjša kot pri metodi s prelivom. 
Razlog temu je najverjetneje počasnejša rast testnega seva. Pri uporabi gojišča z dodanim 
pufrom tudi pri difuzijski metodi nismo več zasledili cone inhibicije.  
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4.5.3 Vpliv zakisanja sladice na rast mlečnokislinskih bakterij 
Mlečnokislinske bakterije so ene najpomembnejših kvarljivcev piva. Še posebej 
problematičen je L. brevis. Bakterijski sevi L. brevis (preglednica 3), ki smo jih uporabili 
za testiranje so bili izolirani iz končnih proizvodov. Z uravnavanjem vrednosti pH pivine 
smo ustvarili podobne pogoje kot so v pivu z znižano vsebnostjo alkohola (AFB) in ki so 
zakisana z anorgansko kislino. Na ploščah smo nato opazovali ali ima uporaba zakisane 
sladice namesto anorganske kisline vpliv na rast različnih sevov MKB. Po dveh dneh 
inkubacije smo že opazili kolonije in ko smo primerjali plošče s kontrolnimi ploščami, ni 
bilo opaziti razlike v rasti. Rast bakterij smo preverili tudi po petih in sedmih dneh. Z 
daljšim časom inkubacije smo dobili večje kolonije, vendar ni bilo opaziti razlike v rasti.  
4.5.4 Kinetika rasti mlečnokislinskih bakterij v mikrotitrskih ploščah 
Rast bakterij na ploščah namesto v tekočem gojišču ne odraža pogojev, ki so prisotni med 
okužbo produktov kot je brezalkoholno pivo. Da bi preverili ali zakisana sladica vpliva na 
rast bakterij smo uporabili mikrotitrske plošče, kjer smo v enournih intervalih merili OD. 
Na ta način smo naredili rastno krivuljo za posamezni bakterijski sev. Nato smo primerjali 
rastni krivulji bakterij v gojišču iz sladice z in brez dodatka zakisane sladice (slika 26). 
Pri uporabi mikrotitrskih plošč je bila najnižja koncentracija bakterij, ki smo jih še lahko 
zaznali 106 celic/vdolbino. Tudi s pomočjo te metode nismo zaznali razlike v rasti bakterij 
med sladico, kjer smo pH uravnali z zakisano sladico in kontrolo, kjer smo pH uravnali z 
2M HCl. Rastni krivulji za posamezni sev sta bili podobni, opaziti je bilo le nekoliko 
počasnejšo prilagajanje bakterij z manjšim začetnim številom celic v gojišču z zakisano 
sladico. Razlog, zakaj razlike nismo opazili je najverjetneje, ker smo pri poskusu z 
dodatkom zakisane sladice znižali koncentracijo mlečne kisline v končnem gojišču. Prav 
tako smo s tem razredčili morebitne bakteriocine, ki bi jih naš sev lahko proizvajal. 
Bakterijski sevi, katerih rast smo merili spadajo med mlečnokislinske bakterije in kot taki 
že sami proizvajajo mlečno kislino, kar pomeni, da so tudi sami v določeni meri odporni 
nanjo. Za primerjavo, bi lahko v naslednjem poskusu, uporabili samo zakisano sladico 
vendar se na podlagi rezultatov iz plošč za to nismo odločili. Odpornost testiranih 
kvarljivcev  piva, bi lahko preverili s sladico in dodatkom različnih koncentracij mlečne 
kisline ali z dodatkom komercialno dostopnega bakteriocina, kot je na primer nizin. 
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Slika 26: Sprememba OD v času pri različnih bakterijskih sevih z začetno koncentracijo 102 celic 
V literaturi smo zasledili, da nekateri sevi L. amylolyticus lahko proizvajajo bakteriocine. 
Grosu-Tudor in sodelavci (2014) so na primer iz dveh sevov L. amylolyticus izolirali 
bakteriocine, ki so inhibitorno delovali na vrsto Lactobacillus delbrueckii subsp. 
bulgaricus. Iz rezultatov smo sklepali, da naš izbrani sev ne proizvaja protimikrobnih snovi 
in da niso prisotne v dovolj visoki koncentraciji, da bi zavirale rast drugih bakterij oziroma 
nimajo inhibitornega učinka na testirane bakterije. Zaviranje rasti indikatorskega seva je 
bila posledica kisline, ki jo proizvaja. Mlečna kislina lahko kot nekatere druge organske 
kisline v nedisociirani obliki prosto prehaja skozi celično steno in zakisa citoplazmo 
(Stratford in Eklund, 2003).  
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 Mlečnokislinske in propionske bakterije lahko znižajo koncentracijo nezaželenih 
hlapnih aldehidov v sladici.  
 S kultivacijo mlečnokislinskih in propionskih bakterij v sladici in s procesom 
biološkega zakisanja pivine smo vplivali na mikrobiološko stabilnost brezalkoholnega 
piva. Z opravljenimi poskusi nismo uspeli potrditi proizvodnje bakteriocinov pri 
izbranih bakterijskih sevih. 
 Hlapni aldehidi se kemijsko vežejo na površino celične stene ali na izvencelične 
polimerne substance propionskih bakterij med fermentacijo pri znižani temperaturi 
(CCF) in jih zato lahko znižamo pod prag zaznave. Kljub uspešnemu znižanju 
koncentracije hlapnih aldehidov z vezavo ostane koncentracija metionala zaradi 
njegovega nizkega praga zaznave nad njim.  
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Uporaba sladice, zakisane z mlečnokislinskimi bakterijami za uravnavanje vrednosti pH 
pred fermentacijo predstavlja alternativo uporabi ostali anorganskih kislin. Pri pivih z 
znižano vsebnostjo alkohola in brezalkoholnih pivih se dodatek mlečne kisline že 
uporablja za uravnavanje vrednosti pH sladice, saj s tem zagotovijo pravi sladko-kisli okus, 
ki je značilen za ta piva. Prednost uporabe fermentirane sladice je, da različni sevi MKB 
proizvajajo številne sekundarne metabolite, tudi bakteriocine, ki lahko povečajo končno 
mikrobiološko stabilnost produkta, vendar lahko s tem vplivamo tudi na samo aromo. S 
povečevanjem tržnega deleža proizvodov, ki vsebujejo manj alkohola in trenutnim 
negativnim odnosom potrošnikov do konzervansov, bi uporaba mlečnokislinskih bakterij 
lahko predstavljala dobro alternativo. V pivovarnah, ki delujejo v okviru nemškega zakona 
o čistosti piva, »Reinheitsgebot«, že stoletja uporabljajo mlečnokislinske bakterije pri 
varjenju piva.  V okviru našega raziskovalnega dela smo se osredotočili na znižanje 
hlapnih oz. Streckerjevih aldehidov v sladici s pomočjo zakisanja. Ker smo izbrali 
bakterije, ki so občutljive na izo-α-kisline iz hmelja, smo zakisanje izvedli s sladico. Kljub 
višjim začetnim koncentracijam aldehidov smo le-te uspeli znižati, vendar so njihove 
koncentracije še vedno bile nad pragom zaznave. Zato smo zakisano sladico uporabili v 
postopku priprave brezalkoholnega piva. Pri tem smo ugotovili, da samo prisotnost 
bakterijskih celic v sladici ni dovolj za zmanjšanje hlapnih aldehidov. Tega nismo 
pričakovali, saj je to pomenilo, da je prišlo do kemijske vezave hlapnih aldehidov na 
eksopolisaharide PKB. Na podlagi uporabe sterilne in nesterilne sladice za fermentacijo 
pivine pri znižani temperaturi (CCF) smo pokazali, da dodatek zakisane sladice, ki vsebuje 
bakterije in EPS, zmanjša koncentracijo hlapnih aldehidov, medtem ko samo zakisana 
sladica tega vpliva nima. Na podlagi tega smo predvideli dva mehanizma, ki lahko vplivata 
na spremembo. En mehanizem je reakcija in vezava na zunanjo celično steno bakterij in 
drugi, da ti aldehidi reagirajo z molekulami EPS. Z uporabo PKB in/ali njihovega EPS bi 
tako lahko zmanjšali koncentracijo hlapnih aldehidov brez uporabe kvasovk. Z uporabo 
PKB kulture bi v pivu kot stranski produkt nastala tudi propionska kislina, ki tako kot 
mlečna deluje inhibitorno na nekatere kvarljivce. V našem primeru namreč z uporabo 
zakisane sladice z MKB nismo dobili močne inhibicije rasti kvarljivcev. Med testiranjem 
sevov MKB iz zbirke Heineken in tudi komercialnih sevov, nismo uspeli pridobiti seva, ki 
bi ga lahko uporabili kot indikatorski mikroorganizem. Za testiranje inhibicije smo zato 
uporabili sev L. sakei, ki so ga uporabili že v prejšnjih poskusih. Z zastavljenimi poskusi 
smo prišli do zaključka, da naš sev ne proizvaja bakteriocinov, ampak je na rast 
indikatorskega seva delovala le mlečna kislina.  
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PRILOGA A: Produkcija diacetila pri mlečnokislinskih bakterijah 
  Koncentracija 
diacetila µg/l 
MB23 Lactobacillus amylolyticus < 3 
MB120 Lactobacillus sakei 2313 8 
MB124 Lactobacillus brevis 50,8 
MB449 Lactobacillus brevis 41,4 
MB556 Lactobacillus brevis 37,4 
MB576 Lactobacillus brevis mutant MB124 < 3 
MB578 Lactobacillus casei > 110 
MB582 Lactobacillus helveticus > 110 
MB583 Lactobacillus plantarum > 110 
MB589 Propionibacterium freudenreichii subsp. 
freudenreichii 
57,9 
MB594 Lactobacillus helveticus > 110 
MB597 Lactobacillus helveticus > 110 
MB598 Lactobacillus (para)casei 87,4 
MB602 Lactobacillus ex. SBIFIDUS BATL-RAM   83,5 
MB611 Lactobacillus plantarum 95,8 
Kontrola Sladica 51,1 
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611 Kontrolaa Prag zaznaveb 
2-metilpropanal 10,5 108,6 1,2 1,1 29,1 155,2 86 
2-metilbutanal 5,3 69,2 0,7 0,7 3,3 115,1 45 
3-metilbutanal 13,6 9,9 7,9 6,6 9,1 154,1 56 
metional 21,1 35,4 3,7 3,6 20,6 172,2 4,2 
fenilacetaldehid 4,9 5,4 2,2 2,2 7,0 97,2 105 
trans-2-nonenal 0,1 0,2 0,0 0,0 0,2 0,3 0,03 
benzaldehid 5,7 8,7 2,9 2,7 4,1 8,3 515 
furfural 113,0 148,8 5,3 3,5 119,4 238,0 15157 
heksanal 0,9 1,5 0 0 1,3 21,4 88 
 
  MB23 MB589 Kontrolaa Prag zaznaveb 
2-metilpropanal 198 121 216 86 
2-metilbutanal 178 37 192 45 
3-metilbutanal 230 7 246 56 
metional 197 23 225 4,2 
fenilacetaldehid 130 5 146 105 
benzaldehid 11 6 13 515 
furfural 183 113 183 15157 
heksanal 47 1 51 88 
* vrednosti hlapnih aldehidov je podana v µg/l 
a Kontrola predstavlja neinokolirano sladico 
b Saison in sod., 2009  
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PRILOGA C: Vsebnost hlapnih aldehidov v sladici in pivini 
 
  
Sladica za proizvodnjo 
brezalkoholnega piva 
Sladica za proizvodnjo 
piva Heineken 
Pivina za proizvodnjo 
brezalkoholnega piva 




2-metilpropanal 135 202 35 124 86 
2-metilbutanal 134 178 24 112 45 
3-metilbutanal 243 268 86 199 56 
metional 124 242 159 175 4,2 
fenilacetaldehid 159 186 178 174 105 
benzaldehid 9 13 10 11 515 
furfural 621 367 1315 768 15157 
heksanal 35 42 17 31 88 
* vrednosti hlapnih aldehidov je podana v µg/l  
+ Saison in sod., 2009  
 
